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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

A alanin

ACN  acetonitril

Aib kyselina aminoisomaselna
AMK aminokyselina

AMPs antimikrobidlni peptidy

C cystein
D kyselina glutamova
E kyselina asparagova

ESI elektrosprej

F fenylalanin

FA kyselina mraven¢i
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G grampozitivni

G gramnegativni

H histidin

HPLC vysoce u¢inna kapalinova chromatografie
I isoleucin

K lysin

kDa kilodalton

L leucin

LL-III lasioglossin III

M methionin

m/z hmotnost/naboj

MALDI ionizace laserem za spolutiCasti matrice (matrix-assisted laser
desorption/ionization

MEP  melectin

MS hmotnostni spektrometrie

N asparagin

Orn ornithin

P prolin



PDD-B peptid izolovany z jedu vosy Polistes dorsalis dorsalis

Q glutamin

R arginin

RP-HPLC vysokou¢inna kapalinova chromatografie na obracenych fazich
S serin

T threonin

TFA  trifluoroctova kyselina

TOF  analyzator doby letu (time of flight)

tr reten¢ni Cas

uv ultrafialové svétlo

\' valin
w tryptofan
Y tyrosin



OBSAH:

1. UvoD 7
2. TEORETICKA CAST 9
2.1 ANTIMIKROBIALNI PEPTIDY
2.1.1 Struktura a-helikGINICh AMPS.................coccooieieiieieieeeieeeeiee ettt ebeseeeren 9
2 .2 VPSKPL....ooeoeeeeeeete ettt ettt ettt s ettt s At s A e s es st b sttt bene 10
2.1.3 Mechanismus PlSODBeni...................c.cooouveeiiirieoieiiniciiiesteinnetetreteit ettt 12
2. 1.4 Modely naruseni BakieriGIng SIENY.....................covveverievueeieiiereriese e eeiesteseeie ettt eeneen 13
2.2 ENZYMATICKE STEPENi 14
2. 2.1 VYBFANE ZASTUPCI ...ttt ettt et 15
2.3 METODA HPLC 17
2.3.1 Mobilni fdze reverzniho SYSIEMiU ..................ccocoeeeneioiniieeiteseese ettt 18
2.3.2 Typy sorbentii pouZivané pro kolony HPLC SYSIEMiL ................cccoevvereereieneereireiesesnessssseseanens 19
2.3.3 Materidly staciondrnich fGzi pro RP-HPLC...................ccauicevmroiienisiesesenisessieesesasennses 20
2.4 DETEKCE POMOCi HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE (MS) 21
2.4. 1 IORIZACE VZOFKU ...........c.eoeeeeeeeeeeeeteeeeeettecteeee et e et et e e st b e et e be e beese e tessesssansesesessaeseessnenseannas 21
2.4.1.1 Technika MALDI..........cccouerivevuneverenrrerernnrenens ettt et b s s a et se st s nese e e sasae 21
2.4.1.2 Ionizace pOMOCH ElEKITOSPIEJE. ......ccveverierrrereieererareririerererersstssssretessaseessssssssssssssresssssssssssssnessrssessneans 22
2.4.2 HMOINOSINE QNALYZGIOTY ..............c.oooevevecviiesiesieticrseieisieesieas s ssesssesssssssssssesssesessessessessensessessens 23
2.4.2.1 KvadrupOlovy analyZAtOr ............cveeereereerererereseesessssseencsessnsrsssasassossssassssasasasassssssnesssassssssssess 24
2.4.2.2 TOF- Analyzator doby letu 24
3. EXPERIMENTALNI CAST 25
3.1 REAGENCIE A MATERIAL 25
3.2 INSTRUMENTACE 25
3.3 PosTUP 26
4. VYSLEDKY A DISKUSE 28
4.1. ENZYMATICKE STEPENI MELECTINU (MEP) 28
41,1 S1EPENi MEP trYPSINem....................oooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeese e seees s ssesen s senes e eens st 29
4.1.2 S18peni MEP Q-CHYMOIFYPSINEM.....................ooooeeoeeeeeeevereeeesessrssesssssesssesssssssssnssssssnsss s 31
4.1.3 S1EPENi MEP SUBLILISINEM......................o.oooeveoeveeeeeseeeeseeseess s essonsssss s 33
4.1.4 Stépeni MEP s bakteridini kulturou Bacillus sublilis....................cco.cooooveevvereeersremreeeeesrenenns 35
4.1.5 S16peni MEP KreVRim SErem.........................coooveeveeeeeseeeeeeseeeeeseeeseesessessesesseesesesessesseeoseoenon 36
4.2. ENZYMATICKE STEPENI LASIOGLOSSINU 111 (LL-11I) A JEHO ANALOGU 37
4.2.1 S1EPEni LL-III $ trYPSINEM ... sna s 37
4.2.2 $16peni LL-III G-CHYMOIIYDSINEM .....................oooeeeeeeseeseeeeeeeeeeeeeeseees e eeeeeeeseesenes s seeens e 39
4.2.3 S18peni LL-III KreVRim SErem ....................c...coooeveeeeeeeeeevseessoessseeseeessoesoeessssssesesss s e 41
4.2.4 S16Peni LL-II/I2 tIYPSINEM..................oceeoeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeee e ese s se e se e se e ssene 41
4.2.5 S16peni LL-III/I3 IrYPSINeM.................coovoooeveveeeereeereeseeeeeseessees s eseses s sses s snnsine 42
4.2.6 St3peni LL-I11/13 G-CRYMOIIYPSINEM...................oooeeeeveererevsevseveseveessevse s ssessenssssens 43
4.2.7 S18Peni LL-III/19 trypSinem...................coooooeeeeeeeeeeeeeieeeeeesesevessvssveesseess s ssesses s 43
4.2.8 S1Epeni LL-T1I/21 SUBLIlISINGM .....................ooooooeeereeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeesesesees s sees e en s 45
4.2.9 S16peni LL-III/24 IrYPSINEM................oooeeoeeeeeeeeeeeeeeseeeeeer oo 46
4.2.10 Stépeni LL-I11/24 Q-CRYMOIIYPSINEM ....................coooeoveeeereseeessreeseeiesosssessnsssssssssssessssssnsssnens 48
4.3. ENZYMATICKE STEPEN{ PEPTIDU PDD-B A JEHO ANALOGU 50
4.3.1. $t6peni PDD-B Q-CRYMOIYPSINEM........................oooeovveereveeesriesessssesssosessoessensssnsssnssssssssnn 50
4.3.2 S18peni PDD-B-1 G-CHYMOIYPSINEM..................coooooeoereeeeeeseeesseeseeiesesssssssssssssasssass s ssnnnes 51
5.ZAVER 53
6. LITERATURA 55




1. Uvod

KdyZz v roce 1928 Sir Alexandr Fleming objevil penicilin zdalo se, Ze je lidstvo
pted hrozbami bakterialnich infekci zachranéno. Lidé si zvykli uzivat antibiotika na vse.
Lékafti ¢asto predepisovali antibiotické Iéky chybné (proti rezistentnimu ptivodci) nebo
nadbyte€né€ (napf. pfi virovych infekcich). Pacienti pod vlivem subjektivniho zlepS$eni
prestavali s terapii ptili§ brzy, £imZ se nezni€ily nejvice odolné kmeny, které se mohly
dile pomnozit a mutovat. Dfive se pfidavaly antibiotika jako stimuldtory rustu do
krmnych smési hospodafskych zvifat pro vétsi ptirtistky [1-3]. Dnes jiz vime, Ze toto
vie zapfi¢ifiuje narlst rezistence mikroorganismi proti antibiotikim. Donedévna velmi
u¢inna tradi¢ni antibiotika jsou dnes v nékterych pfipadech nefunkéni. Proto je tieba
hledat nové moZnosti 1é¢by. _

Jednim z teoretickych moznosti se zdaji byt antimikrobidlni peptidy (AMPs),
které maji jiny mechanismus G¢inku neZ tradi¢ni antibiotika. K zavedeni nového 1éku do
praxe je ale velmi dlouha cesta a my stojime na uplném zafatku. Doposud bylo
objeveno velké mnoZstvi peptidu, které maji antimikrobialni G¢inek na fadu mikro-
bidlnich kment.. Databidze AMPs jiz obsahuje vice jak 950 AMPs. Uginkuji jak proti
grampozitivnim bakteriim (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae,...), tak i proti gramnegativnim bakteriim (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Heliocobacter pylori,...). Rada z nich vak poskozuje i eukaryotni buiiky,
coZ znamena, Zze mohou byt toxické vy$§im Zivodichiim. V laboratofi se mira jejich
toxicity jednoduSe stanovuje méfenim tzv. hemolytické aktivity. Vysoka hemolyticka
aktivita tedy omezuje jejich pouZiti v praxi. [2,4,5,6]. Antimikrobidlni peptidy by
v nejblizsi dobé mély najit uplatnéni pfedevsim pfi topickych aplikacich, jako tfeba pfi
1é€eni vazného syndromu diabetické nohy.

Nezéadouci vlastnosti je i jejich omezena stabilita v ptitomnosti proteolytickych
enzymd, kterému by byly in vivo vystaveny. Tato diplomova price je zaméfena pravé
na problematiku enzymatické stability vybranych AMPs. Jejim cilem bylo charakte-
rizovat stabilitu ptirozenych AMPs (a jejich analogl se zaménénymi AMK v sekvenci)
v pfitomnosti danych proteolytickych enzymui v zavislosti na dob& enzymatického
pisobeni. Ob& varianty peptidl, pfirodni i pozménéné (analoga), maji antimikrobialni

aktivity a jsou tedy potencialnimi nastroji pro dal$i vyzkum v oblasti Ié¢by bakteridlnich



infekci. Zarovei bylo cilem identifikovat peptidové fragmenty enzymatického $té€peni.
Jinymi slovy, ur€it polohy enzymatického S$t€peni peptidovych vazeb v sekvenci
peptidi. K tomu byly vyuzity metody RP-HPLC a hmotnostni spektrometrie. Ziskané
vysledky byly diskutovany s literarnimi Gidaji o specifité proteolytickych enzymu.



2. Teoreticka cast

2.1 Antimikrobialni peptidy

Mnohobunéény organismus se neustdle brani proti itokim mikrobu. K tomu
organismu slouZi cela fada mechanisml. Setkdvame se s pojmy humoralni a bun&na
imunita, imunita ziskand a vrozena. Vrozend humorélni imunita zahrnuje i pojem

antimikrobialni peptidy.

2.1.1 Struktura a-helikalnich AMPs

Peptidy obecné jsou organické latky skladajici se z aminokyselin. V pfirodé
vznikaji proteosyntézou na ribozomech jako bilkoviny a poté jejich §t€penim na
peptidové fragmenty, je ale zndma i neribozomalni syntéza [2,3].

Nejvice studované jsou linearni, kationické, a-helikalni peptidy. To je skupina
peptidi, tvofenych 10- aZz 40-ti aminokyselinovymi zbytky. VétSinou jejich fetézec
obsahuje bazické AMK lysin, arginin nebo histidin, které davaji molekule kladny naboj
(kationické aminokyseliny). Ty se stfidaji s aminokyselinami hydrofobnimi (Ala, Val,
Leu, Ile, Met, Phe, Trp) [3,9,10]. Pokud se na a-helikalni molekulu podivime ve sméru

osy spiraly, vidime ji jako kruZnici s aminokyselinovymi zbytky po obvodu (Obr. 2.1).

; - iy .

a) b)
Obr. 2.1 Struktura amfipatického helixu lasioglossinu 111 s aminokyselinovymi zbytky
rozmisténymi do prostoru; a) pohled lateralni, b) pohled v ose helixu , Eervené je naznateno rozhrani
hydrofobniho a hydrofilniho sektoru [5].

Pro jednoduchost se amfipatické struktury téchto peptidi vétSinou znazorfiuji tzv.
Schiffer-Edmunsonovym diagramem. Tato projekce odhaluje dimyslnost stavby

peptidu, kdy vidime, Ze jedna strana a-helikdlniho peptidu ma hydrofobni a protilehla



hydrofilni charakter. Zde jsou uvedeny peptidy lasioglossin 111 (LL-III) samino-
kyselinovou sekvenci VNWKKILGKIIKVVK-HH; a melectin (MEP) se sekvenci
GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH; (Obr. 2.2).
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Obr. 2.2 Schiffer-Edmundsoniiv diagram prostorového uspoiadani peptidi, A) lasioglossin I11
(LL-III), B) melectin (MEP); ¢isla uddvaji pozici dané AMK v sekvenci [5]

Vidime kumulaci pozitivniho ndboje lysinii (modfe) a dal$ich hydrofilnich AMK
(¢ern€) k jedné strang, zbytek tvofi hydrofobni AMK (Cerven€) na opaéné stran€. Toto

uspofadani zajistuje molekule moZnost vazby na anionicky povrch bakterii.

2.1.2 Vyskyt

AMPs jsou molekuly, které jsou produkovany mnoha tkanémi a riznymi typy
bunék prakticky vSech organismil v pfirodé. Patfi mezi nejstar$i formu obrany proti
patogeniim. Né&které antimikrobidlni peptidy jsou produkovany nepfetrzité, u jinych je
nutny startovaci signal, kterym mulzZe byt napf. infekce nebo zanét. Mnoho
antimikrobiélnich peptidi bylo nalezeno v epitelidlnich vrstvach (pokozka, sliznice o¢i,
nosu, dychacich cest, traviciho traktu a vylu¢ovaciho a reprodukéniho systému),
fagocytujicich burikach a télnich tekutindich mnohobunéénych organismi, od mékkysu,
ptes hmyz az po ¢loveéka [10,12-14].

Hmyzi AMPs byly nalezeny hlavné v hemolymf& a vjedu hmyzu fadu
hymenoptera (vosy, véely, €melaci, mravenci). Hmyzi jed slouZi k obrané proti

predatorim nebo k paralyze obéti a obsahuje celou fadu latek, které po bodnuti vyvolaji
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bolest, zanét, mistni tkaflové poskozeni a mohou zplisobit az smrt i vétSich obratlovc.
Vtéto praci byly pouzity antimikrobidlni peptidy nalezené v jedovych
rezervoarech divokych véel a vos. Konkrétné jde o druhy: Melecta albifrons (melectin),
Lasioglossum laticeps (lasioglossin I1I) a Polistes dorsalis dorsalis (peptid PDD-B).
Druh Melecta albifrons (Obr. 2.3) nalezi mezi kleptoparazitické véely, také
nazyvané ,kukadéi véely*. Jak uZz nizev napovidd, nestavi si vlastni hnizdo, ale vnika
do hnizd jinych véel a klade sva vaji¢ka do jejich plastvi. Kdyz se larva vylihne, poZira

potravinové zasoby hostitelské larvy a nakonec i samotnou larvu [4].

Obr. 2.3 Melecta albifrons [15]

Lasioglossum laticeps (Obr. 2.4) patfi mezi divoké eusocidlni véely — Zijici ve
spolecenstvi. Hnizda si stavi v jilovité hlin€ nebo v puklinach kamennych zdi. Vyskytuji

se po celé Evropé [S].

Obr. 2.4 Lasioglossum laticeps [16]

Posledni zminé&né je neotropicka socialni vosa Polistes dorsalis dorsalis (Obr.
2.5), ktera zije v pomérn€ velkych spoledenstvich. Jako vétsina vos si stavi papirova
hnizda ze ztrouchniv€lého dieva. Vyskytuje se pfevazné na americkém kontinenté, v

Karibiku a Africe [6].
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Obr. 2.5 Polistes dorsalis dorsalis [17]

Uvedené druhy patii do fadu blanokfidlich — Hymenoptera. Slozeni jedu
hmyzu tohoto fadu je intenzivné studovano. Byla izolovana celd fada enzymi
(hyaluronidasa, fosfolipasa A,, fosfolipasa B), nizkomolekularnich latek, neurotoxinti a
pocetna skupina stfedné velkych biologicky aktivnich peptidi. Nejvice jsou studované
peptidy, naptiklad mastoparany zptisobujici po bodnuti degranulaci Zirnych bunék (mast
cells) a nasledné vyplaveni histamind zpiisobujici bolest, chemotaktické peptidy, které
vyvolavaji atrakci leukocytii do mista vpichu, kininy zpisobujici bolest obratlovcti nebo
paralyzu loveného hmyzu [18]. Dale byly popsany cytolytické bombolitiny z jedu
¢meldki a ponericiny zjedu mravenci podceledi Ponerinae. Z hlediska dal$iho
vyzkumu jsou z vyjmenovanych zajimavé hlavné mastoparany a ponerciny, které
vykazuji aktivitu proti Siroké 8kale G* i G bakterii [4]. Mastoparany jsou kationické,
a-helikalni peptidy sloZené ze 14 aminokyselin majici na C-konci Leu-NH;. Né&které
znich, krom¢ toho, Ze maji silny antimikrobialni G¢inek [6], narusuji i strukturu

membran ¢ervenych krvinek, ¢imz zptsobuji hemolyzu [5].

2.1.3 Mechanismus pusobeni

Mechanismus plusobeni AMPs spo¢iva hlavné v naruSeni struktury bunécné
membrany mikrobi vedouci k jeji perforaci ¢i iplnému rozpadu a tim v koneéné fazi ke
smrti bakterie. Je ale téZ znamo i jejich pisobeni na vnitrobunéény aparat. Charakteris-
tickym znakem a-helikdlnich AMPs je zvySovani iontové propustnosti lipidové
membrany. Dé&je se tak pfimym kontaktem peptidu s buitkou bez nutnosti zapojeni
specifickych receptori. Hlavnim mechanismem vét§iny AMPs je tvorba péru a

rozptyleni elektrochemického gradientu. Nejdilezit€j$im faktorem specifity plsobeni
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AMPs na prokaryotni buitkku misto eukaryotni je odli$nost v lipidovém sloZeni
bakterialni a eukaryotni buiiky. Vnéj$i vrstva eukaryotni bunééné membrany je sloZzena
ze zwiterionnich fosfolipidl, zatimco bakteridlni membrana obsahuje vét$i mnoZstvi
zaporné nabitych fosfolipidi na obou stranich membrany. Anionicky charakter povrchu
prokaryotni buiiky umozZiiuje vazbu kationickych AMPs pifednostné nez u eukaryotni
buiiky. Druhym faktorem selektivity je pravdépodobné neptitomnost cholesterolu
v bakteridlnich membranach (narozdil od bunék eukaryotnich), ¢imZ se snizuje odolnost
membrany. Dal$im faktorem je zdporny potencidl membrany bakterie, ktery usnadiiuje
vznik iontovych kandli. A v neposledni fadé je to velikost (po¢et AMK) AMPs, diky

niz se snadno vnofuji do membrany bakterii [9,10,19].

2.1.4 Modely naruseni bakterialni stény

Jak jiz bylo zminéno vys$e, molekuly AMPs se sklddaji do amfipatického a-
helixu s hydrofobnimi AMK na jedné stran€ a hydrofilnimi na proté&jsi strané. Interakce
mezi molekulou AMPs a fosfolipidovou vrstvou bunééné membrany probiha na zakladé
polarity. Polarni ¢ast AMPs se vaZe na polarni ,hlavy“ (zbytky kyseliny fosfore¢né)
bunééné membrany, kdeZto hydrofobni &ast se pfidruzi k lipidickym ,,ocasim“. Dle
zpusobu vnofeni peptidu do membrany rozeznavame 3 modely mechanismu pusobeni
AMPs [10].

V3echny tfi modely zacinaji nasednutim peptidu na povrch membrany a jejich
seskupenim do sekundarni struktury amfipatického a-helixu. V ptipadé, Ze prevladaji
hydrofobni interakce, peptid se vsune kolmo do membrany a vytvoii por po celé
tloustce membrany. Tento typ se nazyva ,,soudkovy* (barrel-stave) (Obr. 2.6 A). Pokud
v pieskupeni peptidového fetézce brani silné elektrostatické sily mezi pozitivné nabitym
fet€zcem aminokyselinovych zbytk a fosfolipidovymi hlavami, ziistane fetézec paralel-
né€ s membranou a vytvofi na ni ,koberec®. Pfi zvy$ené koncentraci peptidu dochazi ke
vzniku tak velkého napéti na membrané, Ze muze dojit aZ k rozpadu membrany (Obr.
2.6 B). Takto vétSinou puisobi krat§i AMPs. V tfetim modelu dochézi k usnadnéni zakfi-
veni povrchu membrany z jedné strany az na druhou. Fosfolipidové hlavice se vaZzou po

celém povrchu peptidu a spoleéné utvaieji prstenec péru (Obr. 2.6 C) [10,20,21].
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Obr. 2.6 Mechanismus piisobeni a-helikidlnich AMPs; 4) 1yp soudkovy, B) typ kobercovy, C) typ
prstencovy; modre jsou znaceny hydrofilni éasti, Sedé hydrofobni [10]

2.2 Enzymatické stépeni

Enzymy jsou biokatalyzatory chemickych reakci. Vazba substratu na aktivni
misto enzymu probihd na zaklad€ prostorového uspofadani. Pokud je pfistup
k aktivnimu centru blokovan, nemizZe dojit k reakci [7, 8, 22].

Enzymy 3$tépici peptidovou vazbu se nazyvaji proteazy. Podle E.C. klasifikace
se fadi k hydrolasam, konkrétn& ptisobicim na peptidové vazby (E.C. 3.4) [22]. Podle
mista pisobeni je lze délit na dv& velké skupiny a to exopeptidazy a endopeptidazy.
Exopeptidazy atakuji peptidovou vazbu na koncich fetézce, endopeptidazy uvnitf
fetézce. Podle struktury katalytického mista délime endopeptidazy na serinové,
cysteinové, aspartatové a jiné. [23].

Nejvétsi skupinou proteolytickych enzymu jsou serinové protedzy. V jejich
aktivnim centru figuruje reaktivni serinovy zbytek, ktery zajisfuje mechanismus
katalyzy (Obr. 2.7). Dochazi k pfedavani protonu mezi katalytickou triddou Ser, His,
Asp. Optimalni podminky jsou pfi pH 7-11, jejich izoelektrické body se pohybuji od pH
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Obr. 2.7 Mechanismus piisobeni serinovych peptidas, konkrétn& trypsinu [24]

4,4 do 6,2 a molekulové hmotnosti jsou mezi 18,5 — 35 kDa.

Proteazy 3$t€pi peptidy a bilkoviny na specifickych mistech. Tato specifita
nezalezi na délce fetézce, ale na charakteru AMK a blizkosti nabitych skupin {23, 24].

Pojmem stabilita enzymu se rozumi schopnost enzymu zachovat si aktivitu pfi
riznych podminkach okolniho prostfedi. Hlavni faktory, které mohou ovliviiovat
stabilitu enzymu, jsou pH prostiedi, teplota, a doba plisobeni. Optimalni pH souvisi
s prostorovym uspofadanim molekuly enzymu, které se riizni v zavislosti na koncentraci
H" iontd. Dal$imi faktory jsou napt. iontova sila, relativni permitivita, redoxni potencial
(pokud je v aktivnim centru -SH nebo -S-S- skupina) a i koncentace bilkovin

v samotném roztoku [22].

2.2.1 Vybrani zastupci

Nejvyznamnéj$i z té&chto enzymi je trypsin (E.C. 3.4.21.4). Diky pomé&rmné
jednoduché struktufe a snadné dostupnosti je trypsin nejé¢astéji vyuzivanym a nejstudo-
vanéj§im enzymem. Je to celkem maly enzym o molekulové hmotnosti 23,3 kDa,
vyskytujici se ve form& monomeru. Kofaktorem je iont Ca** (Obr. 2.8), jenz ma

stabilizujici u¢inek.
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Obr. 2.8 Struktura trypsinu; detailné rozepsané aktivni misto se Ser 95, Hisss, Asp0; @ zndzornéni
umisténi kofaktoru Ca’* [25].

Optimalni pH méa v mirn€ alkalickém prostfedi (oblast pH 7-9) [23]. Trypsin $t€pi
proteiny na karboxylové strané bazickych AMK, tedy lysinu a argininu (Tabulka 2.1),
pokud oviem nendsleduje prolin (v pozici AMKy). Obecné plati, Ze vazba lysinu je
St€pena rychleji nez vazba s argininem {24, 27].

Tabulka 2.1: Specifita pouzitych proteolytickych enzymi

Enzym AMK, AMK,
Trypsin K,R, H, Om nespecifické
a-chymotrypsin | Y, W,F,L,M K,R
Subtilisin hydrofobni AMK G,S, T

Obecné plati, je-li AMK, = P, ke $t€peni nedochazi
AMK, = aminokyselina poskytujici COOH do peptidové vazby
AMK, = aminokyselina poskytujici NH; do peptidové vazby

a-chymotrypsin (E.C. 3.4.21.1) je dal$i ze serinovych protedz. Tento enzym
hydrolyzuje pfednostn€ peptidové vazby vychazejici z karboxylové skupiny aromatic-
kych aminokyselin fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu a dile leucinu a methioninu.
Jestlize nasledujici AMK je prolin, k $t€peni nedochazi (Tabulka 2.1). Nachazi-li se
v pozici AMK, kyseld aminokyselina (D, E), rychlost hydrolyzy vyrazng& klesa. Naopak
pfitomnost bazické aminokyseliny v pozici AMK, $té€peni podstatné urychluje [24,27].

Subtilisin (E.C. 3.4.21.14) je vysoce termostabilni enzym a je produkovan

bakteriemi rodu Bacillus. Kofaktorem jsou ionty Ca”". Je to nespecificka protedza, kterd
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katalyzuje $t€peni celé fady peptidovych vazeb s jistou preferenci velkych nenabitych
aminokyselinovych zbytkt v pozici AMKy a hydrofilnich zbytkt v pozici AMK, [24,
27].

Vysledek $t€peni peptidu témito enzymy vSak muze byt oproti ofekavani
nékdy prekvapivy, a to diky vlivu dalich aminokyselinovych zbytkli sousedicich s

uvazZovanou peptidovou vazbou [24,27].

2.3 Metoda HPLC

Chromatografie je separatni metoda zaloZena na déleni sloZek analytu mezi
dvé vzdjemné nemisitelné faze, pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou (stacionarni). To
se déje na zaklad¢ riznych chemicko-fyzikalnich interakci. Klasickd kapalinové
chromatografie vyhovuje pouze pro separace jednodusSich smési, ale sloZit€j$i smési se
na ni prakticky rozdélit nedaji. Proto byla na podatku 70. let vyvinuta vysokou¢inna
kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography, HPLC) [28].

Podle mechanismu separace se kapalinova chromatografie déli na n&kolik
technik: adsorpéni (LSC), gelova permea¢ni (GPC), iontové-vyménna (IEC) a
rozdélovaci (LLC). Rozdélovaci chromatografii mizeme dale charakterizovat podle
polarity kapalné faze na systém s normalnimi fazemi a na systém s obracenymi fazemi.
Systémem s normalnimi fazemi se rozumi uspofadani s polarni stacionarni fazi
(nemodifikovany silikagel) a nepoldrni mobilni fazi. Nejméné& polarni analyty jsou
v tomto systému eluovany nejdfive, protoZe jsou nejméné zadrZzovany stacionarni fazi.
Tento systém je vhodny pro déleni polarnich latek. V chromatografii na obracenych
fazich je tomu naopak. Staciondrni faze je nepolarni (napf. modifikovany silikagel) a
mobilni faze polarni (napf. smés acetonitril-voda). Retenéni ¢asy zavisi na chemické
struktufe latky a sile interakci se stacionarni fazi (hydrofobicité - H) a jsou za danych
podminek (teplota, pH, slozeni mobilni faze) pro danou latku konstantni [28].

Vysokou¢innd kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) se
v soucasné dob€ stava nejrozSifenéj$i metodou pro rychlou separaci proteini a to

hlavné diky své univerzalnosti, velké G¢innosti a selektivité. [26-29].
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2.3.1 Mobilni faze reverzniho systému

Mezi obecné pozadavky kladené na mobilni fazi pro HPLC systém patii co
nejniz8i viskozita, aby byl zajist€én optimalni pritok mobilni faze. Dile chemicka
nete¢nost vici separovanym latkam, minimalni té¢kavost, hoflavost a samoziejmé i
toxicita [30].

Jak jiz bylo zminéno vySe, pro chromatografii na reverzni fazi se pouZiva
polarni mobilni fize. Je tvofena smési organického rozpoustédla a vody.
Nejrozsitenéj§im organickym rozpoustédlem pro kapalinovou chromatografii na
reverzni fazi je acetonitril (ACN). Pfednosti ACN je hlavné to, Ze neabsorbuje UV
svétlo v oblasti nizkych vinovych délek, coz je tfeba vyuZito pti detekci peptidi jejichz
hlavnim chromoforem je peptidova vazba. Experimentalné se zde voli vinova délka 210
— 225 nm, obsahuje-li peptid dalsi cﬁromofor (aromatické aminokyseliny) pak je jej
mozno detekovat tfeba pfi 280 nm. Vyhodn4 je i téméF linedrni zavislost tlaku mobilni
faze na obsahu acetonitrilu v mobilni fazi. Mezi dal$i organicka rozpoustédla patti napf.
methanol, ethanol, 1-propanol, 2-propanol. Ty ov§em nemaji linearni zavislost tlaku na
mnozstvi organické slozky.

Pfi separaci peptidii je vhodné do mobilni faze ptidat iontové;pérové ¢inidla
v nizké koncentraci (0,05 — 0,1%). Jsou to amfifilni latky, které kombinaci hydrofob-
nich a elektrostatickych interakci zajisti zvySeni U€innosti separace. Nejcast&ji je
pouzivana kyselina trifluoroctova (TFA), dale lze vyuzit kyselinu pentafluoro-
pentanovou nebo kyselinu heptafluorobutanovou (HFBA). Tyto kyseliny absorbuji pfi
190 nm, takZe nerusi pfi stanoveni peptidi a jsou dostatené t€kavé, aby se pied dalSim
zpracovanim izolované latky (napiiklad po preparativni chromatografii) z roztoku lehce
odstranily odpafenim ¢&i lyofilizaci.. Dale lze pouzit trimethylamoniumfosfat, ktery
usnadni eluci pfi nizké koncentraci acetonitrilu. Vaze se na zbytkové silanové skupiny
stacionarni faze a tim potlacuje jejich interakci s peptidy [29, 30].

Rozpustnost peptidu je ovlivnéna jejich aminokyselinovym slozenim. VétSina
peptidii se rozpousti pfimo ve vodé nebo fosfatovém pufru. Nejméné rozpustné jsou
peptidy v oblasti svého izoelektrického bodu (pl). Kyselé peptidy se v kyselém pH

$patn€ rozpousti nebo se mohou sraZet. K rozpusténi pomtze zvySeni pH. Naopak
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bazické peptidy potiebuji k rozpusténi snizeni pH. Pokud peptid obsahuje vice
hydrofobnich aminokyselin je vét§inou nutné pfidat organické rozpoustédlo [31].
Peptidy miizeme délitt pfi nizkém pH s vyuzitim negativné nabitého iontové-
parovaciho ¢inidla (TFA, FA, HFBA) nebo pfi vysokém pH s kladné nabitym amfifil-
nim ¢inidlem (octan amonny, trietylamonium-acetat). VétSinou se ale vyuzivé oblasti
pH mobilni faze 2 — 4. Pfi tomto pH dochazi k potladeni ionizace kyseliny asparagové a
glutamové (pKa postranniho fetézce Asp je 3,86 a Glu 4,07). Bazické AMK jako lysin,
arginin, histidin (pKa postranniho fetézce Arg je 12,48; Lys 10,79 a His 6,04) se
vyskytuji ve formé& kationti a mohou tvofit komplexy s iontové-parovacimi €inidly [32].
Spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (technika LC-MS) mohou provézet
problémy zplisobené iontové-parovacimi latkami a zhorSovat detekci pomoci ESI-MS.
Nejcastéji pouzivand kyselina trifluoroctova je silnym elektrolytem a soupeti s analytem
v ionizaci a sniZuje moZnost ionizace biomolekuly. Pti off-line uspotadani se TFA spolu
s rozpou$tédlem jednodus$e odstrani odpafenim. Pro zlepSeni MS detekce lze piidat

kyselinu octovou nebo mravenci [33,34].

2.3.2 Typy sorbenti pouzivané pro kolony HPLC systému

Material pro vyrobu kolon k pouziti pro HPLC musi vyhovovat hned n€kolika
kritériim. Musi odolat relativné vysokym tlakiim a zaroveii chemickému pusobeni jak
mobilni faze, tak i separovanych sloZek.

K separaci biopolymert se hodi nipIn€ kolon s vétdimi objemy pori, aby se
zlepsila difuze k povrchu stacionarni faze a snizil se odpor proti pfevodu hmoty a tim se
zvysila u¢innost kolony. PouZivany primér ¢astic je obvykle 5 um, s velikosti pori 10-
30 nm. Nevyhoda kolon plnénych &asticemi je velky mezi€asticovy prostor. U biomo-
lekuly s nizkou difuzivitou se to projevi pomalym pfenosem hmoty mezi mobilni fazi
uvnitf pord Castic. Pfi separaci peptidli je moZno vyuzit neporéznich &astic obsahujicich
jen Gzké pory o priméru 0,2 az 0,4 nm, které jsou pro peptidy velikostné nedostupné.
Nevyhodou je pfili§ maly povrch ¢astic. Vyhodou tohoto druhu stacionarni faze je
rychly pfenos hmoty, moznost kontroly topografie ligandii navazanych na povrch, kratsi

pobyt analytd v koloné& (tim se zabrani denaturaci peptidu) [29,30,34].
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2.3.3 Materialy stacionarnich fazi pro RP-HPLC

V soucasné dob¢ existuje a stale je nové vyvijeno velké mnoZstvi materialu
stacionarnich fazi pouzivanych v RP-HPLC systémech.

materialy jako napf. divinylbenzen zesitovany polystyrenem, anorganické oxidy

Jde o ruzné polymerni

hliniku, zirkonia nebo titanu nebo rtizn€ modifikovany silikagel [26].

Pravé modifikovany silikagel ma v soudasnosti nejvétsi uplatnéni na poli
separace peptidli. Jeho hojné vyuzivani v praxi je disledkem jeho mnoha pozitivnich
vlastnosti. Hlavnim kladem je moZnost navazani riznych ligandi (Tabulka 2.2),

odolnost vici vy$$im tlakim (az 40 MPa) a stabilita velikosti port.

Tabulka 2.2: Skupiny pouzivané k modifikacim silikagelovych stacionarnich fazi

Cy— butyl

—Si— C4Ho

Diol

—Si—CH; CH; CH; OCH,CHCH

OHOH

Cis — otadecyl

— Si—CsHs7

Fenyl

—SI—CHz CH2 CH2 Phe

CN — kyanopropyl

— Si—CH; CH; CH.CN

NH; — aminopropyl

— Si —CH; CH; CH;NH;

Techniky ptipravy velice Cistého silikagelu stejné jako postupy zakotveni
modifika¢nich skupin jsou dnes jiz dokonale zvlidnuty a na trhu najdeme velké
~ mnoZstvi variant té€chto kolon. Nevyhodou je pouZiti pouze v tizkém rozmezi pH (2,0-

7,5). Pfi pH niz8im nez 2,0 dochazi k hydrolyze vdzanych funkénich skupin. Vyssi

pH nez 8 zplsobi rozpusténi reverznich silikagelovych fazi.
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2.4 Detekce pomoci hmotnostni spektrometrie (MS)

Komeréni hmotnostni spektrometrie je dostupna jiz vice nez 60 let. Mezi
prvnimi, kde byla hmotnostni spektrometrie pouZita, byl ropny priimysl. Dnes nachazi
Siroké uplatnéni hlavné v odvétvi biologickych polymeri. Jeji nespornou vyhodou je
pouzitelny rozsah makromolekuldrnich analyz a to hlavné diky efektivni ionizaci a
odpafeni bez degradace.

Usporadani hmotnostniho spektrometru se ¢&leni na nékolik &asti: ionizace
vzorku, tiidéni iontl analyzatorem a detekce. V analyze proteind se nejvice uplatituje
ionizace pomoci MALDI a ESI, které jsou vice popsany niZe. Za rozvoj téchto technik
byla Koichimu Tanakovi a Johnu Fennovi v roce 2002 udélena Nobelova cena za
chemii [35,36].

2.4.1 lonizace vzorku

Vyvoj ,,mé&kkych ioniza¢nich technik“ zacatkem 80. let pfinesl moZnost pouZiti
hmotnostni spektrometrie i pro latky svy$8i molekulovou hmotnosti, tedy i pro
proteiny. Mezi tyto techniky lze fadit MALDI (matrix-assisted laser desorption/
ionization — desorpce/ionizace laserem za u¢asti matrice), ESI (ionizace elektrosprejem)
a metoda bombardovani rychlymi atomy, kterd je malo pouzivana. Vyhodou mékké
ionizace je zamezeni nezddouci fragmentace a schopnost tvorby molekularniho iontu,

coZ umozituje pfimé uréeni molekulové hmotnosti analytu [35,40].

2.4.1.1 Technika MALDI

MALDI je metoda, pouZivajici k vytvofeni plynnych ionti fotony laseru.
Pouziva se v off-line uspofadéni, kdy je analyzovany vzorek nanesen spolu s vhodnou
matrici (napf. derivaty skoticové kyseliny) na podloZku - sondu. Vzorek je zpravidla ve
velmi malém mnozstvi, fddové az pikomoly, a je michdn s 100-500-ti nasobnym
mnoZstvim matrice. Rozpoustédlo se poté necha odpafit a sonda se vlozi do
hmotnostniho analyzitoru. Pulsy laseru vhodné vinové délky nejprve ionizuji

pomocnou slouceninu, z které se poté naboj (obvykle proton) ptenese na analyzované
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molekuly. Vzniklé ionty jsou nejéast&ji jednou nabité, [m+H]". Takto ziskané ionty jsou
nasledné analyzovany, vét§inou metodou TOF (Time of Flight), zminénou dale. Spektra
ziskana touto cestou poskytuji obvykle pouze informace o hmotnostech resp. m/z nikoli
o presné sekvenci peptidu. Diky tomu, Ze relativni hmotnosti jednotlivych atomi
(nuklidi) nejsou celociselné, lze pomoci softwaru z dostateéné piesné¢ zméfenych
hodnot m/z uréit elementarni sloZeni peptidu [35].

Nékdy lze ve spektrech ziskanych touto technikou sledovat i fragmenty. Ty
vznikaji bud’ pfimo ve zdroji zvy3enim vykonu laseru, kdy se molekuly rozpadaji
disledkem nadbytku energie, nebo vznikaji z molekulového iontu b&hem cesty letovou
trubici [37].

2.4.1.2 lonizace pomoci elektrospreje

Dal$i moznosti, jak ionizovat vzorek peptidi, je pouzit elektrosprej. Tato
metoda je zaloZena na skutenosti, Ze peptidy vystupuji jako polyelektrolyty. To
znamena, Ze jsou schopny v zavislosti na pH roztoku nést vétsi pocet kladnych nebo
zapornych néaboju. Protein s molekulovou vahou kolem 10000 g/mol je zpravidla
schopen vazat 5 az 15 protoni, ¢imZ vzniké cela série ionti (tzv. multicharge envelope)
s riiznymi hodnotami m/z.

Pfi ionizaci elektrosprejem molekuly vzorku prochazeji nerezovou tryskou
nebo kapilédrou, které maji vysoky pozitivni elektricky potencial (3 — 5 kV). Intenzivni
pole tvofi na konci kapilary konicky meniskus tzv. Taylorav kuZel (Obr. 2.9), z ného se
uvolfiuji vysoce nabité kapi¢ky. Pii dal$im odpafovani se velikost kapiéek zmen3uje a
tim se zvy3uje hustota povrchového naboje, aZ dojde k rozpadu na mens$i kapicky a
nakonec se uvoltiuje molekularni iont ((M+H]" resp. [M+Na]* p¥i snimani kladnych
ionth a [M-H]" pfi snimani zdpornych iont), ktery putuje do analyzatoru. lonty
fragmentt byvaji mélo intenzivni nebo zcela chybi [35,36]. Existuje i nékolik dal$ich
variant klasického elektrospreje, popsaného vySe. Napf. iontovy sprej je oznaleni
modifikace elektrospreje s pneumatickym zmlZzovadem na konci kapilary, ktery se
pouziva pro snadné&j$i odstranéni eluatu. Byla popsana i sonda s vyhfivanou kapilarou

[38).
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Obr. 2.9 Elektrosprej — tvorba ionti; na kapildre se diky vloZenému napéti tvoFi kénicky meniskus

(Tayloruv kuZel), z kterého se uvolfiuji kapicky iontis. Ty se ddle rozpadaji aZ na molekuldrni iont [39]

2.4.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzator je zafizeni, které za vyuziti elektromagnetickych poli
separuje ionty v plynné fazi podle jejich poméru hmotnost/naboj (m/z). Rozeznavame
tfi zakladni druhy hmotnostnich analyzatort. Prvni z nich je skenujici analyzator, ktery
postupné propousti ionty riznych hmotnosti (napf. sektorovy analyzator, kvadrupélovy
analyzator). Druhym je analyzitor zadrzujici ionty, které pak postupné analyzuje
(iontové past, orbitrap, iontova cyklotronova rezonance — ICR). A posledni variantou je
pruletovy analyzator (TOF), ktery méfi ¢as letu ionth pies definovanou dréhu.

Pro ucely stanoveni peptidi je vétSinou pouZzit kvadrupélovy analyzator nebo
analyzitor doby letu (TOF- Time of flight). Pfi nutnosti jest¢ vétSiho zpresnéni
stanoveni molekulové hmotnosti Ize vyuzit vysokorozlidovaci spektrometry napf.
orbitalni past (orbitrap) nebo iontovy cyklotron s Fourierovou transformaci (FT-ICR),

které jsou schopny vétsi pfesnosti, ale jejich pofizovaci cena je zna¢né€ vyssi [35,40].
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2.4.2.1 Kvadrup6lovy analyzator

Tento pfistroj je tvofen 4 paralelnimi ty¢emi kruhového nebo parabolického
prifezu, na neZ je vkladano napéti. lonty vstupuji mezi ty€e a diky vloZzenému napéti se
zaénou ionty pohybovat po spirdlové draze mezi ty¢emi. Pouze ionty s ur¢itou hodnotou
m/z (pro niZ je spirala souosa s kvadrupélem) projdou, ostatni jsou zachyceny na ty&ich.
Ménici se napéti umoziiuje ,,skenovani®, pti kterém jsou postupné€ propoustény viechny
ionty z poZadovaného rozsahu spektra. Méfeni hmotnostnich spekter je velmi rychlé
[40]. Identifikace proteinu se provadi porovnanim naméfenych hodnot m/z
(hmotnost/naboj) s teoreticky vypocitanymi hodnotami z databazovych programu [41].

Lze rovnéz ziskat informace o sekvenci molekul a to pomoci vicenasobné
hmotnostni spektrometrie (MS/MS, MS", Tandem Mass Spectrometry). To se provadi
za pouziti dal$ich kvadrupélu [42].

2.4.2.2 TOF- Analyzator doby letu

Nejjednodussim a nejrychlej$im hmotnostnim analyzatorem je TOF (Time of
Flight). Dochézi k akceleraci celého vzorku iontil najednou. V3em iontlim se pfi vstupu
do evakuované letové trubice dodd vysokonapétovym pulsem stejna energie. Z rovnice
pro kinetickou energii
Ex='2m v2
kde m = hmotnost, v = rychlost
[40]
vyplyva, Ze aby mél iont s men$i hmotnosti stejnou energii jako iont s vét§i hmotnosti,
musi mit vétsi rychlost, a proto uréenou drahu letové trubice piekona za kratsi ¢as. Na
konci trubice se postupné detekuji ionty od nejmensi hmotnosti po nejvéEtsi.
Pfitom se dosahuje také vysokého rozliSeni, které je umoznéno ,zdvojenim*“
analyzatoru pomoci tzv. reflektronu — iontového zrcadla. To je tvofeno soustavou

elektrod s postupné se zvySujicim potencidlem.
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3. Experimentalni éast

3.1 Reagencie a material

e  Acetonitril - ACN (Chromasolv® pro HPLC, Sigma Aldrich)

*  Kyselina trifluoroctova — TFA p.a. (Lachema, Brno, CR)

* Deionizovana voda — H,O pro HPLC (pfipravena na Milli Q 18,2 MQ/cm
UOCHB AV, CR)

* Kyselina mravendi — FA p.a. (Lachema, Brno, CR)

*  Pouzité antimikrobidlni peptidy (&istota 95-98 %, UOCHB AV, CR)

¢ Krevni sérum z potkana (UOCHB AV, CR)

* TLCK treated a-chymotrypsin (Sigma Aldrich)

* TPCK treated trypsin (Sigma Aldrich)

* Subtilisin (Sigma Aldrich)

*  Synteticky peptid o relativni molekulové hmotnosti M,=1234,6916 g/mol
(UOCHB AV, CR)

e Zkumavky typu Ependorf 1,7 ml maxymum recovery™ (Genuine Axygen

Quality, USA)

3.2 Instrumentace

Enzymatické S§t€peni probihalo v mikrozkumavkach Ependorf (1,7 ml)
umisténych do termostatované vodni lazné nastavené na 37 °C po uréenou dobu.

K chromatografii byl pouzit HPLC systém serie 1200 (Agilent Technologies,
USA) vybaveny spektrometrickym detektorem s diodovdm polem (DAD) (Obr. 3.1).
Vzorky byly davkovany stiikatkou Hamilton (Reno, Nevada, USA) do nastfikového
ventilu (Rheodyne, USA). Separace byla provedena na kolon&¢ Vydac C-18, 250 x 4,6

mm, S5um (Grace Vydac, USA) s prutokem 1 ml/min a linearni gradientovou eluci
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Obr. 3.1; Vysokoilinny kapalinovy chromatograf (Agilent Technologies, USA)

(acetonitril/voda s pfidavkem 0,1% TFA) od 5% ACN do 70% ACN za 60 minut.
Chromatografické zaznamy byly zpracovany poéitatovym programem Agilent
Chemstation a k dal$i upravé byl pouzit program Excel.

Vzorky byly odchytavany do ultra Cistych mikrozkumavek Ependorf a suseny
vakuovym koncentratorem SpeedVac (Labcono, USA).

K uréeni molekulové hmotnosti byl pouzit analyzator Q-TOF micro (Waters,
USA) s geometrii sprejovani Z-sprej a napétim kapilary 30 V. Mobilni fazi byla smés
50 % ACN ve vodé¢ s ptidavkem 0,1 % FA davkovana stfikackovou pumpou s pritokem
20 pl/min. Kalibrace pfistroje byla provddéna pomoci syntetického peptidového
standardu o molekulové véaze 1234,6916 g/mol. Vyhodnoceni MS spekter bylo
provedeno pogitatovym programem MassLynx™ Software.

Ke stanoveni aminokyselinové sekvence S$té€pnych fragmentd byl pouzit

pocitaCovy program Peptide Companion.

3.3 Postup

Jako reakéni médium pro enzymatické $t€peni peptidd byl pouzit 50 mM
hydrogenuhli€itan amonny o pH 8 (pufr b&zn&€ pouzivany k sekvenovani peptidi).
Zasobni roztok peptidu byl pfipraven o koncentraci 2 mg/ml pufru. 100 ul tohoto
roztoku v mikrozkumavce Ependorf bylo umisténo do vodni 1azn€ a inkubovano s 5 pl
zasobniho roztoku enzymu (koncentrace 1 mg/ml vody) pti teploté 37 °C. Vahovy

pomér enzym substrat byl 1 : 40. V uréenych ¢asovych intervalech (1 min., S min., 20
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min., lhod., 2 hod., 3 hod, pfipadné 24 hod.) bylo z roztoku odebrano 5 pl a smichano
s 5 ul stopovaciho roztoku (50 % vodny ACN/ obsahujici 1 % TFA). Siln¢ kysela
hodnota pH v kombinaci s vysokou koncentraci organického rozpoustédla pusobeni
enzymu ihned zastavi jeho denaturaci.

Tyto vzorky s ,umrtvenym enzymem® byly nésledné centrifugovany a
supernatant byl analyzovan RP-HPLC. Pomoci DAD detektoru byly snimany tfi vinové
délky - 220,4; 254,4 a 280,4 nm. K detekci peptidovych vazeb byla zvolena vinova
délka 220,4 nm. Vinova délka 254,4 nm byla standartn¢ nastavena pro zji$téni pfitom-
nosti n€kterych nizkomolekularnich organickych latek a detekci vinové délky 280,4 nm
Ize urdit ptitomnost aromatickych aminokyselin (Tyr a Trp) v peptidu. Peptidové frakce
jako chromatografické piky s vyraznou odezvou byly manualn€¢ odchyceny do ultra
¢istych Ependorf mikrozkumavek. Roztok byl dale odpafen v koncentratoru typu
SpeedVac. Odparek byl opétovné rozpustén v 50 % vodném ACN obsahujicim 0,1 %
FA a analyzovdin pomoci Q-TOF za ucelem stanoveni molekularni hmotnosti
peptidového fragmentu.

U reakci s krevnim sérem bylo nutno pouZzit dvojnasobné mnoZstvi
stopovaciho roztoku, aby bylo docileno denaturace enzymu.

Pied HPLC analyzou reakci s krevnim sérem a kulturou B. subtilis bylo
nutno heterogenni reakéni médium centrifugovat. Odebrany supernatant byl nafedén
stejnym mnoZstvim stopovaciho roztoku a znovu centrifugovan. Nasledny supernatant

byl pouzit pro HPLC analyzu.
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4. Vysledky a diskuse

Vybrané peptidy byly podrobeny inkubaci s riznymi enzymy, bakterialni

kulturou Bacillus subtilis a krevnim sérem dle schématu (Tabulka 4.1).

Tabulka 4.1: Schéma testovanych reakci

trypsin | chymotrypsin | subtilisin | Bacillus subtilis | sérum
MEP X X X X X
LL-III X X X
LL-I11/12 X
LL-I1I/13 X X
LL-III/19] X
LL-I11/21 X
LL-1lI/24| X X
PDD-B X
PDD-B-1 X

Pfi volbé peptidu a enzymu byl bran zfetel na aminokyselinové zastoupeni v peptidech a
moznost ptipadného hydrolytického §tépeni.

Identifikované fragmenty spolu s jejich retenénimi ¢asy, molekulovou vahou a hydrofo-
bicitou (H) jsou pro prehlednost u kazdé reakce fazeny v tabulkach. Hydrofobicita je
prumérem hydrofobicit jednotlivych AMK [44]. Pro popis proteinogennich
aminokyselin bylo zvoleno jednopismenové oznaceni, tfipismennym oznadenim jsou
zapsany aminokyseliny nepfirozené (ornithin a kyselina aminoisoméselnd), které jsou
jesté zvyraznény tuéné. Sekvence zakonéend skupinou -OH znadi volny karboxylovy

konec, -NH; skupina znamena amidovany konec.

4.1. Enzymatické stépeni melectinu (MEP)

Synteticky duplikdt peptidu MEP nalezeného v jedovém rezervoaru vcely
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Melecta albifrons byl podroben enzymatické degradaci se viemi vySe jmenovanymi
enzymy, se suspenzi bakterialni kultury Bacillus subtilis a s krevnim sérem z potkana.

Sekvence peptidu je GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH;, molekulova véha
odpovida 2038,23 Da a HPLC retenéni ¢as je 36,90 minut.

4.1.1 Stépeni MEP trypsinem

Pro analyzu reakéni smési byly vybrany vzorky v uréitych ¢asovych usecich —
1. minuta (Obr. 4.1), 20. minuta (Obr. 4.2) a 3. hodina (Obr. 4.3).
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Obr. 4.1; RP-HPLC profil reak&ni smé&si Obr. 4.2; RP-HPLC profil reak&ni smési
MEP s trypsinem, 1. min., pomoci MS MEP s trypsinem, 20.min., pomoci MS
identifikovano 7 piki identifikovdny 4 piky
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200
6
150
T
© 9 1ol 4
L v v v
1] 5 10 % p 4] b3 x
s pming

Obr. 4.3; RP-HPLC profil reakni smé&si MEP s trypsinem, 3. hod.,
pomoci MS identifikovdno 6 piki

Pomoci vysokoudinné kapalinové chromatografie bylo zjidténo, Zze peptid MEP byl
enzymem trypsin (vahovy pomér trypsin/peptid 1:40) zcela degradovan do tii hodin
(Obr. 4.3). Vyrazné piky byly manuédln€ odchyceny a identifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie Q-TOF (Tabulka 4.2).
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Tabulka 4.2: Fyzikalni vlastnosti peptidi reakéni smési MEP s trypsinem

Monoizotopicka

Cislo tr
Aminokyselinové sekvence H molekulova véha (Da)
piku (min)
vypoéitand  nalezena
1 VMAHMK-NH; 8,40 10,52 714,37 714,31
2  KVLPKVMAHMK-NH; 9,25 18,33  1279,76 1279,62
3  VLPKVMAHMK-NH; 9,80 18,74 1151,67 1151,62
4  GFLSILKK-OH 12,84 25,29 904,57 904,50
5  GFLSILK-OH 14,27 27,22 776,48 776,40
6  GFLSILKKVLPK-OH 12,60 32,74 1341,87 1341,94
7" GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH, 11,20 36,90 2038,23 2038,20
8§ VMAHMK-OH 840 11,15 714,35 715,40
9 VMAH-OH 7,98 6,74 456,22 456,40
10 KVLPK-OH 10,26 10,12 583,41 583,50

Pozn. * - piivodni peptid

Identifikované HPLC piky potvrzuji piedpoklddana mista $té€peni peptidu MEP

trypsinem. Ke $t€peni doslo v mistech vyznadenych ¢ervené na nasledujicim schématu:

GFLSILKKVLPKVMAHMKINH,

Stépeni probihalo na karboxylové stran& bazickych aminokyselin lysin a histidin,
pfi¢emZ peptidovéa vazba mezi histidinem a methioninem byla degradovana az po delsi
dob¢ piisobeni, coZz odpovida predpokladu preference plsobeni trypsinu Lys > His v
mist¢ AMK,. Hlavnimi produkty 3$tépeni nalezené v reakéni smési z tfeti hodiny
inkubace (Obr. 4.3) jsou proteiny odpovidajici chromatografickym pikim 5 a 8 se
sekvencemi GFLSILK-OH (pik 5) a VMAHMK-OH (pik 8). Je ptedpoklad, Ze v pru-
béhu jest¢ delsiho plisobeni enzymu by doslo k dal$i hydrolyze piku 8 a koneénym
produktem by byl peptid se ¢&tyfmi aminokyselinami VMAH-OH, ktery byl
identifikovan jako pik 9, objevujici se az ve vzorku ze tieti hodiny reakce (Obr.4.3).
Peptidy uréené jako KVLPKVMAHMK-NH; (pik2), VLPKVMAHMK-NH; (pik 3) a
GFLSILKKVLPK-OH (pik 6) jsou do¢asné meziprodukty $t€¢peni. Byly nalezeny pouze
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v reakéni smési 1. minuty (Obr. 4.1). Retenéni ¢asy peptidi odpovidaji jejich eluci

z kolony v zavislosti na hydrofobicit¢ a velikosti peptidu.

4.1.2 Stépeni MEP a-chymotrypsinem

Byla provedena enzymaticka hydrolyza peptidu MEP a-chymotrypsinem a

naslednd HPLC analyza reakéni smési. K zhodnoceni prib&hu proteolytické reakce byly
vybrany HPLC profily reakce v ¢asech 1. minuta (Obr. 4.4) a 1. hodina (Obr. 4.5).

éas gmin)

Obr. 4.4; RP-HPLC profil reak&nf smési
MEP s a-chymotrypsinem, 3. hod., pro MS

analy=u izolovdno 6 piku
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Obr. 4.5; RP-HPLC profil reakéni smési
MEP s a-chymotrypsinem, 1. hod., pro MS

analyzu izolovdno 7 pikii

Proteolytickd degradace peptidu MEP probéhla velmi rychle. Jiz v HPLC zaznamu

reakéni smési z 1. hodiny neni patrny pik vychoziho peptidu MEP (t=37,44 min.).

Pro hmotnostni spektrometrii bylo odebrano celkem 11 vzorki, u kterych byla ur€ena

molekulova vaha, sekvence AMK a hodnota hydrofobicity (H) (Tabulka 4.3).
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Tabulka 4.3: Fyzikalni vlastnosti peptidii reakéni smé&si MEP s a-chymotrypsinem

. Monoizotopicka
Cislo . . tr
Aminokyselinova sekvence H . molekulova vaha (Da)
piku (min)
vypocitand nalezena
1 KKVLPKVM-OH 10,40 17,47 941,61 941,60
2 KKVLPKVMAHMK-NH; 8,71 17,93 1407,86 1407,80
3 GFLSIL-OH 16,18 30,48 648,38 648,40
4  GFLSILKKVL-OH 13,94 31,05 1116,73 1115,80
5  GFLSILKKVLPKVM-OH 12,88 37,01 1571,98 1572,00
6* GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH; 11,20 37,44 2038,23 2038,00
7  AHMK-NH; 533 490 484,26 484,20
AHM-OH 6,17 17,03 357,15 357,10
9 VMAHMK-OH 8,40 12,64 715,35 715,40
10 VLPKVM-OH 1293 1892 68542 685,30
11 GFL-OH 17,47 20,06 335,18 335,10

Pozn. * - plivodni peptid

Pomoci hmotnostniho analyzitoru byla stanovena aminokyselinova sekvence
izolovanych chromatografickych pikd, znichz byla uréena mista $té€peni peptidu.

Mista, kde doslo k hydrolyze jsou vyznaéeny na nasledujicim schématu ervené:

GFLSIUKKVLPKVMAHMK-NH,

Jak bylo pfedpokladano, mista §t€peni byla za aminokyselinami leucin a methionin
(piky 1,2,3,4,5,7,8,10 a 11). Dal$im $t€pnym mistem byla pozice na karboxylové stran¢
lysinu, ktera je typicka pro hydrolyzu trypsinem (pik 9). Domnivam se, Ze k tomuto
Stépeni opravdu dochazi po del$im plisobenim trypinu, kterym mize byt komeréné
vyrabény a-chymotrypsin v nepatrném mnozZstvi kontaminovan. A i takto mala
koncentrace pfi dlouhodobém pisobeni miize zpisobit pomé&mé znaéné Stépeni.
Desatou AMK v sekvenci je leucin nasledovany prolinem. Vtomto mist¢ by
k hydrolyze dochazet nemélo, protoZze molekula prolinu je na rozdil od viech ostatnich
aminokyselin do peptidové vazby zapojena jako sekundarni amin, jenZz nezapada do

mechanismu §t€peni pouZitych proteaz.
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Reten¢ni ¢asy odpovidaji snadnosti eluce HPLC kolonou. Malé hydrofilni slozky se
vymyvaji nejrychleji, velké hydrofobni molekuly postupuji kolonou nejpomaleji a jsou

detekovany jako posledni. To odpovida i hodnotdm hydrofobicit fragmenti.

4.1.3 Stépeni MEP subtilisinem

Peptid MEP byl hydrolyzovan enzymem subtilisin podle postupu popsaného
vyse. V &asovych intervalech 1 minuta (Obr. 4.6), 20 minut (Obr. 4.7) a 3 hodiny (Obr.

4.8) byla reakce zastavena a reakéni smés analyzovana.

‘;) 40 0 80
Ean (min)
Obr. 4.6 , RP-HPLC profil reakéni smési Obr. 4.7 , RP-HPLC profil reakéni smési
MEP se subtilisinem, 1. min., pro MS analy-u MEP se subtilisinem, 20. min., pro MS analyzu
odebrdny 3 piky odebrdnol I piku
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Obr. 4.8 ; RP-HPLC profil reak&ni smési MEP se subtilisinem,
3.hod., pro MS analyzu odebrdno 9 piki

Z RP-HPLC systému bylo odebrano a pomoci hmotnostniho analyzatoru identifikovano
celkem 13 pikti (Tabulka 4.4).
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Tabulka 4.4: Fyzikalni vlastnosti peptidi reakéni smé&si MEP se subtilisinem

&islo | | tR Monoizotopicka
ik Aminokyselinové sekvence H (min) molekulova vaha (Da)
vypolitand  nalezena
1 KKVLPKVMAHMK-NH; 8,71 1 7,;26 1407,86 1407,72
2  GFLSIL-OH 16,18 30,01 648,38 648,22
3"  GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH, 11,20 36,71 203823 2038,42
4 HMK-OH 6,17 3,28 414,20 414,16
5 AHMK-NH; 533 4,66 484,26 484,19
6 AHMK-OH 533 5,32 485,24 485,17
7 AHM-OH 9,25 6,70 357,15 357,09
8 KKVLPK-OH 9,02 10,12 711,50 711,36
9 KKVLPKVMAH-OH 8,60 1496  1149,71 1149,54
10 KKVLPKVM-OH 10,40 16,97 941,61 941,36
11  KKVLPKVMAHM-OH 9,25 19,25 1280,75 1280,62
12 VM-OH 14,55 7,60 248,12 248,07
13 GFL-OH 17,47 19,69 335,18 335,13

Pozn. * - piivodni, ne$tépeny peptid

Mista hydrolyzy peptidu MEP enzymem subtilisin jsou vyznaCena cervené

na nasledujicim schématu:

GFL‘SILIKKVLPK?VMH—IMK-NHZ

Subtilisin je nespecificka peptidaza a tomu odpovidaji i ¢etnd mista $t€peni, ktera byla
pfi méfeni nalezena. Degradace puvodniho peptidu MEP probihala velmi rychle. Jiz ve
20. minut€¢ reakce (Obr. 4.7) je patrny pouze maly pik, sretenénim Casem
odpovidajicim pGvodnimu peptidu. Pik 1, identifikovany jako peptid se sekvenci
KKVLPKVMAHMK-NH,, byl nalezen pouze ve vzorku reakce z 1. minuty (Obr. 4.6).
Tento peptid je meziproduktem a dale je degradovan na fadu mensich fragmenti. Ve 3.
hodiné hydrolyzy reakéni smés obsahovala velké mnoZstvi riiznych fragmentt
pivodniho peptidu MEP (Obr. 4.8).
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4.1.4 Stépeni MEP s bakterialni kulturou Bacillus subtilis

Pro lepsi obraz skute¢né situace pfi nasazeni enzymatického aparatu bakterii
proti antimikrobidlnim peptidim byla provedena inkubace peptidu MEP s bakteridlni
kulturou B. subtilis (Obr. 4.10). Aby se odlidily slozky Zivného média, v kterém
bakterialni kultura rostla, od fragmenti peptidu MEP, byl puivodni peptid zaroveii
inkubovan i se samotnym Zivnym médiem (Obr. 4.9). Stépeni probihalo prekvapivé

pomalu, takZe vzorky byly odebrany az ve 24. hodiné.
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Obr. 4.9 ; RP-HPLC profil reak&ni smési Obr. 4.10; RP-HPLC profil reak&ni smési
MEP s tekutou Zivnou piidou neobsahujici MEP s bakteridlnf kulturou Bacillus subtilis
bakterie, pik | je peptid MEP, ostatni piky jsou v Zivném médiu, 24. hod., identifikovdno 7
komponenty £ivného média pro bakterie pikii

Z HPLC systému bylo pro MS analyzu odebrano 7 pika (Obr. 4.10). Jejich
aminokyselinova sekvence, hodnota hydrofobicity, retenéni ¢as a molekulové vaha jsou

uvedeny v tabulce 4.5.
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Tabulka 4.5: Fyzikalni vlastnosti peptidi reakéni smési MEP s kulturou Bacillus subtilis

. Monoizotopicka
Cislo . ) tr
Aminokyselinova sekvence H ) molekulova vaha (Da)
piku (min)
vypocitand nalezena

1 GFLSILKKVLPKVMAHMK-NH, 11,20 36,72 2038,23  2038,46

2  AHMK-NH; 533 4,78 484,26 484,32
3 VMAHMK-NH; 8,40 10,50 714,37 714,77
4 KKVLPKVMAHM-OH 9,25 17,26 941,61 942,20
5 KKVLPKVMAHMK-OH 8,71 17,72 1408,84  1409,82
6 ILKKVLPKVMAHMK-OH 10,66 21,70 1635,01  1635,18
7  LSILKKVLPKVMAHMK-OH 10,78 28,05 1835,13  1836,54

8 GFLSILKKVLPKVMAHMK-OH 11,20 36,86 2039,21  2039,67

Pozn. * - puivodni, ne§tépeny peptid

Bylo zji§t€no, ze pfi inkubaci peptidu MEP s bakterialni kulturou B. subtilis doSlo
k $té€peni na riznych mistech sekvence peptidu. Mista $té€peni jsou na nasledujicim

schématu vyznadena ¢ervenou €arou:
GquILIKKVLPK{VM'AHMH-N H,

Na obr. 4.10 je vidét, ze celkové vzniklo mnoho riiznych fragmentt, které nebylo
mozno viechny odchytit a ur€it pro malou intenzitu. Je pravdépodobné, Ze ke $t€peni

dochazi i v mistech, ktera nejsou uvedena na tomto schématu.

4.1.5 Stépeni MEP krevnim sérem

Pro jednoduché nastin€ni chovani antimikrobidlnich peptidd v Zivém
organismu bylo jako model pouZito krevni sérum z potkana. Peptid MEP byl se sérem
inkubovan pti 37 °C po dobu 24. hodin (Obr. 4.12). Pro odliseni sloZek séra byl zméren
HPLC profil samotného krevniho séra (Obr. 4.11).
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Obr. 4.11, RP-HPLC profil potkaniho séra Obr. 4.12, RP-HPLC profil inkubace MEP

s krevnim sérem ve 24. hodiné

Reten¢ni ¢as peptidu MEP je 36,7 minut. Do této oblasti retenénich ¢asti zasahuji i
retenéni Casy sloZzek krevniho séra, proto vidime pouze jeden netypicky pik. V tomto

experimentu ptekvapivé nebyly nalezeny zZadné $té€pné fragmenty peptidu MEP.

4.2. Enzymatické stépeni lasioglossinu lll (LL-lll) a jeho
analogu

Peptid LL-III byl ptvodné nalezen v jedovych rezervoarech divoké vcely
Lasioglossum laticeps. Jeho syntetické analogy byly pfipraveny metodou syntézy
peptidii na pevné fazi. Tyto peptidy byly podrobeny enzymatické degradaci podle
postupu popsaného diive. Slo o reakce s enzymy trypsin, a-chymotrypsin, subtilisin a

s krevnim sérem.

4.2.1 Stépeni LL-Ill s trypsinem

Studovana molekula peptidu LL-III ma aminokyselinovou sekvenci
VNWKKILGKIIKVVK-HN,, jeji molekulova vaha je 1764,19 Da. Retenéni ¢&as
odpovida 33,94 minuté. _

Pro zhodnoceni enzymatické stability peptidu LL-III v pFitomnosti trypsinu
byly vybrany HPLC zaznamy vzorkt z 1. minuty (Obr. 4.13), 20. minuty (Obr. 4.14) a
2. hodiny (Obr. 4.15) reakce.
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Obr. 4.13; RP-HPLC profil reakéni smési
LL-111 s trypsinem, 1. min., identifikovdny 4

piky

0 1 00
2
158 00
2 4 1
i'W im
3
50 100
lJ,‘lL - v - - ol Lo 2
L] "0 20 » L] 0 L} 10 1% b 25 30 k3 L4 45
€00 jain} Eas trin)

Obr. 4.14; RP-HPLC profil reak&ni smé&si
LL-III s trypsinem, 20. min., identifikovany 2

piky

Obr. 4.15; RP-HPLC profil reak&nf smési LL-11I s trypsinem 2. hod.,

identifikovdn 1 pik

Z Obr. 4.14 je patrné, Ze puvodni peptid LL-III s retenénim ¢asem 33,94 min. byl velmi
rychle degradovan a jiz po 20. minut¢ plisobeni enzymu nebyl v roztoku pfitomny.

Celkem byly v reakéni smési identifikovany 4 peptidové fragmenty (Tabulka 4.6).

Tabulka 4.6: Fyzikalni vlastnosti peptidi reakéni smé&si LL-III s trypsinem

Monoizotopicka
Cislo piku  Aminokyselinové sekvence H tl.{ molekulova vaha (Da)
(min) vypoditand nalezena
1 VNWKK-OH 10,16 12,62 673,39 673,59
2 VNWK-OH 12,00 13,72 545,30 545,47
3 VNWKKILGK-OH 10,92 22,55 1084,68 1085,40
4 VNWKKILGKIIKVVK-HN; 15,00 33,94 1764,19 1765,40

Pozn. * - piivodni peptid

38



Prvni a tfeti pik jsou meziprodukty, zkterych vznikd konefny fragment St€peni
oznadeny jako pik 2 s aminokyselinovou sekvenci VNWK-OH.
Mista $t€peni peptidu ukdzand na nésledujicim schématu odpovidaji trypsinové

specifité. Viechna nalezena mista $té€peni jsou na karboxylové strané lysini:

VNWKKJLGKIIKVVK-HN,

V RP-HPLC profilech se objevuji jesté dal$i piky s malou intenzitou, které nebyly
identifikovany. Je vysoce pravdépodobné, Ze tyto malo intenzivni piky jsou 3t€pné
fragmenty které ve své molekule neobsahuji Trp (pfitomnost Trp v peptidu siln€ zvySuje
jeho absorpci pfi 220 nm), a jsou to tedy vSechny C-koncové fragmenty odpovidajici

$t€peni v pozicich vyznacenych ve schématu.

4.2.2 Stépeni LL-lll a-chymotrypsinem

Dal§im provedenym méfenim byla reakce peptidu LL-III s a-chymotrypsinem.
Pro zhodnoceni priibé¢hu enzymatické hydrolyzy peptidu LL-III byly vybrany zaznamy
HPLC analyzy reakce zastavené v 1. minuté¢ (Obr. 4.16), 1. hodin& (Obr. 4.17) a 4.
hoding (Obr. 4.18).
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Obr. 4.16; RP-HPLC profil reakéni smé&si
LL-111 s a-chymotrypsinem, 1. min., pro MS
analyzu odebrany 2 piky
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Obr. 4.17; RP-HPLC profil reak&ni smé&si
LL-II1 s a-chymotrypsinem, 1. hod,, pro MS
analyzu odebrany 3 piky
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Obr. 4.18; RP-HPLC profil reakéni smési LL-III s a-chymo-
trypsinem, 4.hod., pro MS analyzu odebrainy 3 piky

Hydrolyza peptidu LL-IIl a-chymotrypsinem byla pomalejsi nez u ptedchozich méteni.
Na HPLC profilu reakce z 1. minuty (Obr. 4.16) je stale dobfe patrny pik odpovi-
dajici vychozimu peptidu LL-III (pik 2). Celkem byly izolovany a identifikovany ¢tyfi
HPLC frakce (Tabulka 4.7)

Tabulka 4.7: Fyzikalni vlastnosti peptidi reakéni smési LL-III s chymotrypsinem

Monoizotopicka
Cislo pitku  Aminokyselinové sekvence H tl.{ molekulové vaha (Da)
(i) vypolitand nalezena
1 VNW-OH 15,07 16,92 417,20 417,90
2 VNWKKILGKIIKVVK-HN,; 11,57 33,97 1764,19 1765,8
3 GKIIKVVK-HN, 9,75 14,80 882,64 883,00
4 KKILGKIIKVVK-OH 10,69 21,30 136598  1366,20

Pozn. * - plvodni peptid

Na nasledujicim schématu jsou Cerven¢ znézorn€na nalezena mista hydrolytického

Stépeni peptidu LL-111, uréena ze sekvenci identifikovanych fragmentt:
VNWKKILGKIIKVVK{HN,

Jak bylo piedpokladano k hydrolyze doslo na karboxylové strané tryptofanu a leucinu.
Treti misto $t€peni bylo nalezeno na karboxylové stran¢ C-koncového lysinu. Stejné
jako u reakci s peptidem MEP se domnivam, Ze k tomuto $t€peni doslo pliisobenim

trypsinu, ktery je vzdy v malém mnoZstvi pfitomen vkomeréné dodavaném



chymotrypsinu, protoZe jejich déleni je velmi obtizné, téméf nemozné.
Hlavnim produktem degradace LL-III chymotrypsinem je peptid VNW-OH oznaceny

jako pik 1. Objevuje se jiz v zdznamu z 1. minuty reakce (Obr.4.16.

4.2.3 Stépeni LL-Ill krevnim sérem

Stejné jako u peptidu MEP i toto testovani stability bylo provadéno inkubaci
pfi 37 °C po dobu 24 hodin (Obr. 4.20 ). Pro odliSeni sloZek séra bylo provedeno slepé

méfeni se samotnym sérem (Obr. 4.19).
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Obr. 4.19; RP-HPLC profil krevniho séra Obr. 4.20; RP-HPLC profil reak&ni smé&si

LL-I11 se sérem, 24. hod., pik 1 je peptid LL-111

Ani v RP-HPLC zaznamu z 24. hodiny pusobeni krevniho séra na peptid LL-III nebyly
nalezeny Zadné §tépné fragmenty. Je povzbudivé, Ze v tomto pfirodnim materialu je

peptid stabilni a nerozklada se.

4.2.4 Stépeni LL-1ll/12 trypsinem

Peptid LL-I1I/12 je analogem LL-III syntetizovanym z aminokyselin D-fady.

Retenéni ¢as tohoto peptidu je 33,84 minut. Jako u vSech ostatnich zde zminénych
peptidu i tento vykazuje antimikrobialni aktivitu odpovidajici LL-III.
K reakci byla pouzita dvojndsobnd koncentrace trypsinu (10 pl trypsinu/100 pl
zasobniho roztoku LL-III/12). K zhodnoceni byl vybran pouze zdznam reakce ze 24.
hodiny (Obr. 4.21), z kterého je patrné, Ze ani po této dobé pisobeni dvojnasobné
koncentrace trypsinu na peptid LL-111/12 k degradaci peptidu nedoslo.
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Obr. 4.21; RP-HPLC profil reakini smési LL-111/12

s dvojndsobnym mnoiZstvim trypsinu, 24. hod.

Obecné lze tedy fici, Ze pouzitim nepfirozenych D-AMK se zajistila stabilita molekuly
proti enzymatickému S$té€peni, aniZ by byl naruSen antimikrobidlni u¢inek. AMPs

s D-konformaci jsou tedy z hlediska pfipadného terapeutického vyuziti dosti zajimavé.

4.2.5 Stépeni LL-1Il/13 trypsinem

LL-111/13 méa ve své sekvenci na rozdil od LL-III zabudovany D-lysiny misto
ptirozenych L-lysini. Reten¢ni ¢as tohoto analogu je 23,32 minut. Bylo predpokladano,
Ze zabudovanim téchto neproteinogennich aminokyselin do sekvence peptidu se zamezi
hydrolyze peptidu trypsinem, ktery ma specifické misto $t€peni na karboxylové strané
lysint.

K zhodnoceni této reakce byl vybran HPLC zaznam reakéni smési ve 24. hodiny reakce
(Obr. 4.22 ). Na ném je patrné, Ze plivodni peptid LL-111/13 ziistadva zachovan. Jak bylo
zjiSt€no i u predchoziho pokusu s peptidem LL-III/12, D-aminokyseliny zlstavaji

stabilni v prostfedi s trypsinem.

Obr. 4.22; RP-HPLC profil reakni smé&si LL-111/13 s trypsinem,
24. hod., pik | je nehydrolyzovany LL-11l/13
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4.2.6 Stépeni LL-Ill/13 a-chymotrypsinem

Peptid LL-111/13 se zabudovanymi D-lysiny byl dale testovan v p¥itomnosti a-
chymotrypsinu. Pro vyhodnoceni byl pouzit HPLC zdznam reakce ve 24. hodiné (Obr.
4.23).

Obr. 4.23 ; RP-HPLC profil reak&ni smé&si LL-111/13 s a-chymotrypsinem, 24.hod.

V zaznamu reakce z 24. hodiny (Obr. 4.23) odpovidé nejintenzivnéj$i pik ptivodnimu,
nehydrolyzovanému peptidu LL-III/13. Lze jej tedy povaZovat za stabilni v prostiedi
a~-chymotrypsinu. I kdyZ ostatni malo intenzivni piky nebyly identifikovany, nicméné

by mohly byt nalezeny dva produkty odpovidajici $tépeni petidové vazby Leu-Gly.

4.2.7 Stépeni LL-1ll/19 trypsinem

Tento analog ptivodniho peptidu LL-III ma na karboxylové strané lysint
zabudovanu nepfirozenou AMK - kyselinu aminoisomaselnou (Aib). Potet AMK je
nezménén, sekvence je VNWKKAibLGKAibIKAibVK-NH,;, molekulova véha ¢ini
1694,11 Da a retenéni €as odpovida 31,11 minuté. Pro nastinéni prib&hu $té€peni byly
vybrany HPLC zédznamy z 1. minuty (Obr. 4.24), 20. minuty (Obr. 4.25) a 3. hodiny
(Obr. 4.26) $t€pné reakce.
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Obr. 4.24; RP-HPLC profil reak&ni smési
LL-111/19 s trypsinem, 1. min., identifikoviny

2 piky
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Obr. 4.25; RP-HPLC profil reak&ni smési
LL-II1/19 s trypsinem, 20. min,, identifikovdny

2 piky
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Obr. 4.26; RP-HPLC profil reak&ni smé&si LL-I11/19

s trypsinem, 3.hod., identifikovany 2 piky

Separaci na HPLC systému byly z reakéni smési odebrany a hmotnostni spektrometrii

identifikovany celkem 4 piky (Tabulka 4.8).

Tabulka 4.8: Fyzikalni vlastnosti peptidi reakéni smé&si LL-8/19 s trypsinem

Monoizotopicka
Cislo . ) tr
Aminokyselinova sekvence ) molekulova vaha (Da)
piku (min)
vypoditand nalezena
1 VNWK-OH 13,36 545,30 545,20

2*  VNWKKAIibLGKAibIKAibVK-NH, 31,11 1694,11 1694,60

3  KAibLGKAiblKAibVK-NH,
4  KAibLGKAIibIKAibVK-OH

22,29 1166,82 1166,80
21,00 1167,81 1167,80

Pozn. * - pivodni peptid

Identifikované fragmenty ukazuji, Ze k hydrolyze do$lo na mistech vyznacenych

44



¢ervené na nasledujicim schématu:

VNWKKAibLGKAIibIKAibVKINH,

Jak bylo predpovézeno, zabudovanim kyseliny aminoisomaselné do peptidu na karbo-
xylové strané lysint se zabranilo §t€peni na tomto pro trypsin specifickém misté. Jediné
trypsinu pfistupné peptidové vazby byly mezi Ctvrtou a patou AMK (lysin-lysin) a
koncova amidova skupina. Zde bylo prokazano, ze k Stépeni doslo. Stejné jako peptidy
LL-11/12 a LL-111/13 obsahujici aminokyseliny D-fady, i tento analog je z hlediska

dalSiho vyzkumu enzymatické stability AMPs velmi zajimavy.

4.2.8 Stépeni LL-1ll/21 subtilisinem

Peptid LL-III/21 je dalSim syntetickym analogem peptidu LL-IIl. V jeho
fetézci jsou zaménény vSechny alifatické AMK (L, I, V) za kyselinu aminoisomaselnou.
Jeho sekvence je AibNWKKAibAibGKAibAibKAibAibK-NH,, molekulova vaha ¢ini
1610,01 Da a z HPLC systému tento peptid eluoval v ¢ase 23,04 minut. Pfedpoklad byl,
ze zaména za kyselinu aminoisomdselnou opét zabrani plsobeni enzymu. Pro
zhodnoceni stability v prostredi subtilisinu byl vybran HPLC zaznam reakce z 24.

hodiny (Obr. 4.27), kde je patrné, Ze opravdu k zadné fragmentaci nedoslo.

(mAU)
P
=

¢as (min)

Obr. 4.27; RP-HPLC profil reakéni smési LL-111/21

se subtilisinem, 24. hod.
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4.2.9 Stépeni LL-Ill/24 trypsinem

V sekvenci tohoto peptidu byly vSechny lysiny nahrazeny neproteinogenni
aminokyselinou ornithinem (Orn). Sekvence je VNWOrnOrnlLGOrnliOrnVVOrn-
NH>, molekulova vaha ¢ini 1694,11 Da a reten¢ni ¢as odpovida 31,89 minuté. Bylo
ocekavano, Ze tato nahrada opét ovlivni kinetiku $tépeni enzymem.

Pro zhodnoceni byly vybrany zdznamy z 20. minuty (Obr. 4.28), 3. hodiny (Obr. 4.29) a

24. hodiny reakce (Obr. 4.30)

Obr. 4.28; RP-HPLC profil reakéni smési
LL-111/24 s trypsinem, 20. min., identifikovany
2 piky

cas {rmin)

Obr. 4.29; RP-HPLC profil reakéni smési
LL-111/24 s trypsinem, 3.hod., identifikovdany 2
piky

{mAU}

Obr. 4.30; RP-HPLC profil reakéni smési LL-111/24

s trypsinem, 24.hod., identifikovano 6 pikii

Jak je zHPLC profilG patrné, enzymaticky katalyzovana reakce byla v porovnani
s reakci pfirodniho peptidu LL-IIl mnohem pomalejsi. Po dvaceti minutach ptsobeni
trypsinu se v zaznamu objevuje pouze maly pik nalezejici Stépnému fragmentu
VNWOrnOrnlLGOrn-OH (pik 1). Ve treti hoding, kdy uz byl peptid LL-IIl zcela

hydrolyzovan, nehydrolyzovany analog s ornithinem LL-111/24 je stdle dominantni
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slozkou reakéni smési (Obr. 4.29). K uplnému odbouréani nedoslo ani po 24. hodinovém
pusobeni trypsinu.

Identifikované fragmenty jsou uvedeny v tabulce 4.9.

Tabulka 4.9: Fyzikalni vlastnosti peptidi reakéni smési LL-111/24 s trypsinem

Monoizotopicka

Cislo _ . ty
Aminokyselinova sekvence H ) molekulova vaha (Da)
piku (min)
vypolitand nalezend
1 VNWOrnOrnlLGOrn-OH 9,78 21,50 1042,63 1042,50
2 VNWOrnOrnlLGOrnllOrnVVOrn-NH, 10,43 31,89  1694,11 1694,00
3 VNWOrnOrn-OH 8,80 11,67 645,36 645,30
4 VNWOrn-OH 11,15 13,08 531,28 531,20
5 VNWOrnOrnlL-OH 12,67 23,69 871,53 871,90
6 neuréeno 32,20 1680,00
Pozn. * - plivodni peptid
Celkem bylo izolovano 6 chromatografickych pikt, znichz se | nepodafilo

identifikovat (pik 6). Molekulova vaha tohoto peptidu byla 1680,00 Da. Rozdil od
molekulové vahy nestépeného peptidu LL-111/24 je 14 Da. To odpovida napi. odtrzeni
CHs- skupiny a nahrazeni atomem vodiku. Pravdépodobné tedy jde o né&jaky fragment
nezpusobeny trypsinem, ale jinym mechanismem.

Ze sekvence ostatnich identifikovanych piki bylo stanoveno pét mist hydrolyzy. Ty

jsou vyznaceny na nasledujicim schématu:

VNWOrnbrnMGOrnllIOrnVVOrn+N H,

K hydrolyze doslo na karboxylové strané ornithinu stejné jako u lysinu, ale kinetika
hydrolyzy byla mnohem pomalejsi. Stépeni mezi sedmou a osmou aminokyselinou
(.za* leucinem) bylo pravdépodobné jako v predchozich ptipadech zplsobeno

kontaminaci a-chymotrypsinem, pro ktery je tato pozice §t€peni charakteristicka.
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4.2.10 Stépeni LL-Ill/24 a-chymotrypsinem

K popisu reakce byly vybrany HPLC zdznamy reakce z |. minuty (Obr. 4.31),

20. minuty (Obr. 4.32) a 2. hodiny (Obr. 4.33).

{mALY

Obr. 4.31; RP-HPLC profil reakéni smési
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Obr. 4.32; RP-HPLC profil reakéni smési

LL-111/24 s a-chymotrypsinem, 1. min., pro LL-11/24 s a-chymotrypsinem, 20. min., pro

MS analyzu odebrany 2 piky MS analyzu odebrdano 5 pikii
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Obr. 4.33; RP-HPLC profil reakéni smési LL-111/24 s a-chymo-
trypsinem, 2.hod., pro MS analyzu odebrdany 2 piky

Bylo zjisténo, ze proti ptsobeni a-chymotrypsinu tento peptid stabilni neni. Jiz po

dvaceti minutach plsobeni enzymu byl témér vSechen peptid LL-111/24 hydrolyzovan.

Z reak¢ni smési bylo separovano a identifikovano 5 pikd (Tabulka 4.10).
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Tabulka 4.10: Fyzikalni vlastnosti peptidu reakéni smési LL-111/24 s a-chymotrypsinem

Monoizotopicka

CfSIO . ] tr
Aminokyselinové sekvence H molekulova vaha (Da)
piku (min)
vypocditand nalezend
N VNWOrnOrnlLGOrnllOrnVVOrn-NH, 10,43 32,15 1694,11 1694,20
2 VNW-OH 15,07 16,82 417,20 417,20
3 OrnOrnlL-OH 10,88 14,82 472,34 472,30
GOrnllIOrnVVOrn-NH; 8,48 840,59 840,50
4 OrnOrnlLGOrnllIOrnVVOrn-NH; 5,71 20,59 1294,92 1294,80
5 VNWOrnOrnlL-OH 12,67 22,51 871,53 871,40

Pozn. * - ptivodni peptid

Ze sekvence fragmentl byla uréena mista enzymatického Stépeni, ktera jsou naznacena

na nasledujicim schématu ¢ervenou ¢arou:

VNWOmOrmILGOrnIiOrnVVOrnNH,

Opét byla nalezena mista Stépeni specifickd pro a-chymotrypsin — na karboxylové stra-
né tryptofanu a leucinu. Rychla tvorba a vysoka koncentrace peptidu VNW-OH (pik 2)
dokazuje, Ze nahrazeni lysinu ornithinem nemélo vliv na zvySeni enzymatické stability
peptidové vazby mezi tryptofanem a ornithinem proti ptisobeni a-chymotrypsinu.

V zaznamu ze treti hodiny reakce (Obr. 4.33) bylo nalezeno i §t€peni za ornithinem.
Predpokladam, Zze k tomuto Stépeni doslo opét pusobenim trypsinu, kterym byl
a-chymotrypsin kontaminovan.

Ve frakci odebrané v ¢ase 14,82 minut (pik 3) byly identifikovany dva fragmenty
proteolytického Stépeni. Jsou to peptidy OrnOrnlL-OH a GOrnlIOrnVVOrn-NH..
Rozdilna velikost jejich molekul a hodnot hydrofobicit (H) by na prvni pohled davala
predpoklad i rozdilnych retencnich casi. Avsak v celkovém souctu byly kolonou

eluovany stejnou silou a tedy se stejnym retenénim ¢asem.
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4.3. Enzymatické stépeni peptidu PDD-B a jeho analogu

Peptid PDD-B, piivodné izolovan z jedového rezervoaru socialni vosy Polistes
dorsalis dorsalis obyvajici Dominikanskou Republiku, a jeho analog peptid PDD-B-1
byly podrobeny inkubaci s chymotrypsinem. Jedna se o jeden z nové identifikovanych

mastoparant [6].

4.3.1. Stépeni PDD-B a-chymotrypsinem

Aminokyselinova sekvence peptidu PDD-B je INWLKLGKKILGAL-NH,,
molekulové véaha ¢ini 1565,02 Da a reten¢ni ¢as odpovida 36,10 minuté. K zhodnoceni
proteolytické reakce byly vybrany HPLC profily reak¢ni smési 1. minuty (Obr. 4.34),
20. minuty (Obr. 4.35) a 3. hodiny (Obr. 4.36).
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Obr. 4.34; RP-HPLC profil reakéni smési Obr. 4.35; RP-HPLC profil reakéni smési
PDD-B s a-chymotrypsinem, 1. min., pro MS PDD-B s a-chymotrypsinem, 20. min., pro MS
analyzu odebrano 6 pikii analyzu odebrany 2 piky
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Obr. 4.36; RP-HPLC profil reakéni smési PDD-B
s a-chymotrypsinem, 3. hod.. pro MS analyzu odebrany 2 piky

Hydrolyza peptidu PDD-B a-chymotrypsinem probéhla velmi rychle. Jiz v chromato-
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grafickém zaznamu reakce z 20. minuty (Obr. 4.35) neni patrny pik odpovidajici jeho
retenénimu casu. Celkem bylo z HPLC systému odebrano 6 frakci. MS analyzou byly

urceny jejich molekulové vahy (Tabulka 4.11).

Tabulka 4.11: Fyzikalni vlastnosti peptidil reakéni smési PDD-B s a-chymotrypsinem

Monoizotopicka

Cislo tr
Aminokyselinova sekvence H molekulové véha (Da)
piku (min)
vypocitana nalezena
l INW-OH 17,73 19,29 431,22 431,19
2 KLGKKILGAL-OH 10,25 21,75 1038,73  1038,90
3 INWL-OH 19,13 25,03 544,30 544,39
4 INWLKL-OH 17,10 28,12 785,48 785,60
5" INWLKLGKKILGAL-NH, 12,79 36,53 1565,02  1565,20
6 neurceno 45,86 2093,80

Pozn. * - piivodni peptid

K $tépeni doslo na mistech vyznacenych ¢ervené na nasledujicim schématu:

INWLKUGKKILGAL{NH,

Potvrdila se predpokladana mista St€peni charakteristicka pro a-chymotrypsin. Velmi
vyrazné jsou chromatografické piky obsahujici tryptofan, fragmenty INW-OH (pikl1) a
INWL (pik 3). Peptid INWLKL-OH (pik 4), ktery se objevuje v chromatografickém
zaznamu reakce 1. minuty, se dale rozpada na jiz zminéné fragmenty oznacené jako pik

| a3.

4.3.2 Stépeni PDD-B-1 a-chymotrypsinem

Synteticky analog PDD-B-1 se od ptirodniho PDD-B li§i pouze posledni
aminokyselinou v sekvenci, kterou neni leucin ale isoleucin. Jeho sekvence tedy je
INWLKLGKKILGAI-NH, molekulova vaha zlstala stejna a retencni cas je 35,17
minut. K zhodnoceni priubéhu reakce byly vybrany HPLC profily reakéni smési z 1.

minuty (Obr. 4.37) a 1. hodiny (Obr.4.38).
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Obr. 4.37; RP-HPLC profil reakéni smési Obr. 4.38 ; RP-HPLC profil reakéni smési
PDD-B-1 s a-chymotrypsinem, 1. min., PDD-B-1 s a-chymotrypsinem, 1.hod.,
identiftkovano 5 pikii identifikovany 2 pikii

Reakce byla opét velmi rychla. Peptid PDD-B-1 byl jiz po jedné minuté pisobeni
enzymu siln¢ degradovan. Hlavnimi produkty hydrolyzy byly stejné jako u peptidu
PDD-B dva fragmenty s aminokyselinovou sekvenci INW-OH (pik 2) a INWL-OH (pik

4). Fyzikalni vlastnosti v§ech identifikovanych fragmentl jsou uvedeny v tabulce 4.12.

Tabulka 4.12: Fyzikalni vlastnosti peptidG reakéni smési PDD-B-1 s a-chymotrypsinem

. Momoizotopicka
Cislo tr
Aminokyselinova sekvence H molekulova vaha (Da)
piku (min)
vypocitand nalezena

I’ INWLKLGKKILGAI-NH, 12,79 35,49 1565,02  1565,98

2 INW-OH 17,73 19,44 431,22 431,19
3 KLGKKILGAI-NH, 10,25 21,20 1038,73  1038,84
4 INWL-OH 19,13 25,22 544,30 544,24
5 INWLKL-OH 17,10 28,22 785,48 785,49

Pozn. * - plivodni peptid

K hydrolyze peptidové vazby doslo v pozicich vyznacenych ¢ervené na nasledujicim

schématu:

INWLKLGKKILGAI-NH,

Stejné jako u peptidu PDD-B doslo ke Stépeni vazby na karboxylové stran¢ tryptofanu a
leucinu. Zaména leucinu za isoleucin vedla k zabranéni hydrolyzy amidové skupiny na

konci Fetézce.
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5. Zaver

Bylo provedeno testovani enzymatické stability vybranych antimikrobialnich
peptidi s enzymy trypsin, a-chymotrypsin a subtilisin, dale s bakterialni kulturou
Bacillus subtilis a s krevnim sérem z potkana v zavislosti na dobé puisobeni enzymu
(resp. bakterialni kultury, séra).

Separace produktli enzymatického Stépeni peptidi byla provedena pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi a jejich nasledna identifikace
pak byla uskutecnéna pomoci hmotnostni spektrometrie. K vypoctu molekularnich
hmotnosti bylo vyuzito softwarového programu Peptide Companion.

Vysledky ukazuji na pomérné malou enzymatickou stabilitu vychozich peptida
MEP, LL-IIl a PDD-B. Jejich uplna degradace probéhla do t¥i hodin od smichéni
roztokli enzymu a peptidu (vahovy pomér | : 40). Pouzitim peptidu LL-111/12 s D-konfi-
guraci vSech aminokyselin bylo dosazeno uplné stability proti plisobeni trypsinu.
V piipadé, kdy byly do sekvence zabudovany jen D-lysiny (peptid LL-111/13), doslo
taktéz k podstatnému zvyseni stability. Bylo zjiSténo, ze pfi nadhradé pro hydrolyzu
klicovych AMK v plivodni sekvenci peptidi neproteinogennimi aminokyselinami, doslo
ke zpomaleni nebo uplnému zamezeni Stépeni. Konkrétné se jedna o nahrazeni lysin(
ornithinem nebo kyselinou aminoisomaselnou v sekvenci lasioglossinu I1l. Nahrada
lysinii ornithinem zptisobila vyrazné zpomaleni degradace. V HPLC profilu této reakce
ve 24. hodin¢ (Obr. 4.30 —str. 46) je stale patrny pik odpovidajici nedegradované-
mu peptidu LL-111/24. Pfi pouziti kyseliny aminoisomaselné jako nahradu za
aminokyseliny nachazejici se na karboxylové strané lysind (peptid LL-111/19) nedoslo
ke Stépeni na téchto specifickych mistech trypsinem. Hydrolyza probéhla pouze
v mistech, kde v pozici ,.za™ lysinem nenasledovala kyselina aminoisoméselna. U
peptidu LL-111/21, kde jsou kyselinou aminoisomaselnou nahrazeny vSechny alifatické
aminokyseliny (L, I, V) nez jen nasledujici za lysinem, nebylo pozorovano zadné
Stépeni ani po 24. hodinovém pulsobeni subtilisinu. Téz bylo ve vSech uvedenych
piikladech pozorovano, zZe ke §tépeni peptidovych vazeb a-chymotrypsinem nedochazi
na karboxylové strané isoleucinu (I), avSak vzdy na karboxylové strané isobarického
(stejna molekulova hmotnost) leucinu (L). Tohoto poznatku je mozno vyuzit napiiklad

pti sekvenovani peptidd hmotnostni spectrometrii s vyuzitim metody MS/MS
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v kombinaci se $tépenim katalyzovanym a-chymotrypsinem.

Reten¢ni Casy Stépnych fragmentl odpovidaly velikosti peptidu a hodnoté
hydrofobicity, ktera byla primérem hydrofobicit jednotlivych AMK.

Mista v sekvenci AMK, kde doslo k degradaci peptidové vazby, odpovidaly
prfedpokladanym pozicim. Vyjimkou bylo pouze §tépeni melectinu a-chymotrypsinem,
kdy byly nalezeny fragmenty odpovidajici $t€épeni peptidové vazby Leu-Pro. V tomto
misté by k hydrolyze dochazet nemélo, protoze molekula prolinu je na rozdil od vsech
ostatnich aminokyselin do peptidové vazby zapojena jako sekundarni amin, jenz

nezapada do mechanismu §tépeni pouzitych proteaz.
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