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ABSTRAKT

Rozsitujici se rezistence bakterii na tradi¢ni antibiotika podpofila zajem o nalezeni
novych latek k jejich vyrobé. Antimikrobidlni peptidy maji srovnatelné ucinky
s klasickymi antibiotiky, ale odlisny mechanizmus pasobeni, diky kterému nevyvolavaji
u Dbakterii rezistenci. Tyto peptidy byly charakterizovany ve vSech formach
mnohobunécnych organizmii.

Jed blanoktidlého hmyzu obsahuje mnoho biologicky aktivnich latek, mimo jiné
I antimikrobidlni peptidy. Z tohoto divodu byla tato prace zaméfena na ziskavani
sekvenci antimikrobialnich peptidu z vybranych druhti ¢melakt (zemniho, zahradniho,
rokytového, luéniho, hajového, skalniho, proménlivého a pa¢melaka ¢eského).

Izolace jedovych extrakti byla provadéna metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s obracenymi fazemi. Nasledna analyza byla provadéna pomoci metod
hmotnostni spektrometrie, laserovou ionizaci za spoluucasti matrice ve spojeni
S prilletovym analyzitorem a ionizaci elektrosprejem s hybridnim analyzatorem linedrni
iontové pasti s orbitrapem. Pro nalezené peptidy byly sekvence uréeny tandemovou
hmotnostni spektrometrii metodou "de novo™ a Edmanovym odbouravanim.

V této praci bylo charakterizovano 17 sekvenci peptidi z extrakth jedovych zlaz

¢meldki, pro které byla zjiSténa antimikrobialni aktivita agarovym difuznim testem.

Klicova slova: antimikrobialni peptidy, ESI-LTQ orbitrap, hmotnostni spektrometrie,
jed blanoktidlého hmyzu, MALDI-TOF, RP-HPLC



ABSTRACT

The growing resistance of bacteria to traditional antibiotics promotes the interest
in finding new substances for their production. Antimicrobial peptides have comparable
effect to conventional antibiotics, but a different mechanism of action and they do not
provoke bacterial resistance. These peptides were characterized in all forms
of multicellular organisms.

Hymenoptera venom contains many biologically active substances including
antimicrobial peptides. For this reason, this thesis focuses on the acquisition
of antimicrobial peptide sequences from selected species of bumblebees (Bombus
terrestris, B. hortorum, B. hypnorum, B. pratorum, B. lucorum, B. lapidarius, B. humilis
and B. bohemicus).

The isolation from the venom glands was performed by high performance liquid
chromatography with reversed phases. Subsequent analysis was performed using
the methods of mass spectrometry, matrix-assisted laser desorption/ionization with time
of flight analyzer and electrospray ionization connected with hybrid linear ion trap
analyzer with orbitrap. The sequences for the found peptides were determined
by tandem mass spectrometry methods "de novo" and Edman degradation.

In this work we characterized 17 sequences of peptides extracted from bumblebee

venom glands for which antimicrobial activity was determined by on agar diffusion test.

Keywords: antimicrobial peptides, ESI-LTQ orbitrap, hymenoptera venom,
MALDI-TOF, mass spectrometry, RP-HPLC
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Seznam pouzitych symboli a zkratek

A (AU, mAU)
ACN

AMK

AMP

CID

Da

ESI

FA

Gt

HCCA
HCD

m/z
MALDI
MCP

Mg

MS
MS/MS
LTQ orbitrap
ppm
RP-HPLC
TFA

TOF

tr

uv

A

absorbance (absorban¢ni jednotky)
acetonitril

aminokyselina

antimikrobialni peptid

kolizn¢ indukovana disociace

dalton

ionizace elektrosprejem

kyselina mravenci

gram pozitivni

gram negativni

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova
vysokoenergetické disociace

pomé&r hmotnosti ku néboji

laserova ionizace za spoluucasti matrice
mikrokanalova deska

relativni molekulova hmotnost
hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie

hybridni analyzator linedrni iontové pasti s orbitrapem

parts per million

vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

kyselina trifluoroctova
priletovy analyzator
retencni ¢as
ultrafialové oblast

vlnova délka



1 TEORETICKA CAST
1.1 Antimikrobialni peptidy

Se wvzrlstajicim vyskytem rezistence patogennich bakterii vici tradicnim
antibiotikim je dulezité dale objevovat nové druhy latek vhodnych k jejich vyrobé.
Mezi tyto latky mGzeme zahrnout i antimikrobidlni peptidy (AMP), jenz se fadi mezi
slozky vrozeného imunitniho systému, ktery je tvoien jako prvni odpovéd’ hostitele
proti infekcim. Soucasna antibiotika vyvolavaji u patogennich bakterii rezistenci a to
diky rychlému Sifeni a genetické variabilité bakterii. Antimikrobidlni peptidy tuto
rezistenci nevyvolavaji diky odlisnému mechanizmu pasobeni.?

Ptirodni AMP byly izolovany a charakterizovany prakticky ze vSech Zivych
organizmi, od prokaryot az po ¢lovéka, u kterého byly nalezeny jak v obrannych
bunkach (makrofazich a neutrofilnich granulocytech), tak tieba i v epitelidlnich
bunkach, slinnych zlazach a krevnich destickach. Produkce AMP se zvySuje v ptipad¢,
ze organizmus bojuje s infekci nebo zanétem. Jejich antimikrobialni spektrum je Siroké
a zahrnuje gram-negativni (G") a gram-pozitivni (G*) bakterie, plisng, nékteré viry
a prvoky.'*

Nejvice studované AMP patii do skupiny linearnich kationickych peptidi
s amfipatickym charakterem a s o-helikalni strukturou, nejéastéji obsahuji 12 — 40
aminokyselin v A T

Tyto helikalni peptidy maji ve vodném prostiedi neuspotfadanou strukturu, kterou
méni v pfitomnosti bakteridlni membrany nebo chemikalii (trifluoroethanol nebo
dodecylsulfat sodny) na sekundarni uspofadani a-helixu. Stabilita vzniklé a-Sroubovice
muze byt ovlivnéna napiiklad amidovanym C-koncem fetézce, piitomnosti
aminokyselin (AMK) s vysokou tendenci tvofit a-helix (leucin, alanin, lysin) nebo
naopak destabilizujicimi AMK (prolin, glycin) (Obrazek 1).°

Amfipaticky charakter je dan mnozstvim aminokyselin, které maji kationicky
charakter pfi fyziologickém pH jako jsou arginin nebo lysin. Amfipatické uspofadani se
zobrazuje pomoci tzv. Edmundsonovy kruhové projekce, ve které jsou patrné
hydrofobni a hydrofilni domény (Ptiloha 1). Diky tomuto rozd€leni dochazi
k hydrofobnim interakcim se zbytky mastnych kyselin z fosfolipidové dvojvrstvy
membrany, a pokud AMP piekroc¢i urcitou koncentraci, dochazi k naruseni membrany.

Aby byla splnéna amfipaticita je potfebnych 40 — 60 % hydrofobnich zbytki.>®®
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Obriazek 1: Schematické znazornéni faktori majici vliv na strukturu o-helixu AMP.’

1.2 Mechanizmus ptisobeni antimikrobialnich peptidt

Kationicky charakter usnadiiuje navazani AMP na bunéénou sténu bakterii, ktera je
slozena pievazné ze zaporné nabité fosfolipidové dvojvrstvy (fosfatidylglycerol,
fosfatidylserin a kardiolipin) a neobsahuje cholesterol, coZ usnadiiuje vznik
membranovych pért. Tim jsou AMP specifické proti bakterialnim buitkam a ne bunkam
eukaryotickym,  které  jsou  elektroneutrdlni  (obsahuji  obojetné  ionty
fosfatidylethanolaminu, fosfatidylcholinu, sfingomyelinu a molekuly cholesterolu).®*%**

Na zacatku dochazi k piiblizeni AMP k bakteridlni membrané pomoci
elektrostatickych interakci mezi kationickym peptidem a anionickou vrstvou lipidi
v membrang. U G~ bakterii membrana obsahuje Mg®*, Ca?* ionty a lipopolysacharidy,
ke kterym maji kationické peptidy v&tsi afinitu. AMP zpiisobi vytlageni kationti Mg " a
Ca? od negativné nabitych lipopolysacharidll a tim zplsobi lokéalni destabilizaci vnéjsi

membrany (Obrazek 2).>2
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Obrazek 2: Schematické znazornéni ucinku kationickych peptidi V 1. kroku dochazi k navazani
AMP na fosfolipidovou dvojvrstvu. Ve 2. kroku dochazi k vytvoieni kanalu p¥es membranu.?

Poté nasleduji interakce peptidu s membranou, coz vede K lyzi bunky (Obrazek 3).
Miuze dochédzet k vytvafeni kandli a ztrat€¢ bunécného obsahu, Uplné depolarizaci
membrany, aktivaci destrukénich procesii (aktivace hydrolaz bunééné stény), k narusSeni
funkce membrany translokaci lipidu nebo dokonce k pruniku nékterych peptida az

K cytoplazmatickym organelém,6'9v13
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Obrazek 3: Mechanizmus pisobeni antimikrobialnich peptidii: A - agrega¢ni model, B - model
toroidniho poru, C - model sudové skruZe, D - kobercovy model, E-I mechanizmy pisobeni

antimikrobialnich peptidi.®’

AELITITT T

bbb

10


file:///C:/Documents and Settings/Danka/Data aplikací/Microsoft/Word/obrazek mechanismu pusobeni.bmp

1.3 Imunitni systém hmyzu

Dodnes bylo popsano jiz pfes milion druhi hmyzu a odhaduje se, Ze minimalné
stejné mnozstvi jesté zbyva identifikovat. Hmyz piedstavuje nejvetsi tiidu v rameci
zivocisné fise na Zemi a krome hlubokych mofi a polarnich oblasti je rozsifen prakticky
vSude. K jeho rozsifeni a extrémni rozmanitosti piispéla vysoka reprodukéni schopnost,
odolnost proti patogentim, adapta¢ni pfizpusobivost na zmény zivotniho prostfedi a
zptisobilost k letu.***

Prvni obranna linie proti mikrobim u hmyzu je zalozena na strukturnich piekazkach,
které zahrnuji vnéj$i kutikulu a epitel travici soustavy. Neékteré mikroorganizmy
pouzivaji k proniknuti pfes kutikulu hmyzu enzym chitinazu. Po rozruSeni kutikuly a
vniknuti do téla hmyzu dochdzi k imunitni odpovédi na humoralni a bunééné urovni.
V ramci humoralni odpovédi se vytvareji AMP a reaktivni slouceniny kysliku, které

jsou dale uvoliiovany do hemolymfy a eliminuji mikroorganizmy.>**

1.4 Jed blanokiidlého hmyzu

Jed je bodavym hmyzem pouzivan nejen Kk obrané proti predatorim, ale také
Kk utoktim a paralyze kofisti pted nakladenim vaji¢ek do jejiho téla. Chemické slozeni
hmyzich jedi je dulezitou soucasti pochopeni farmakologickych piiznakii po bodnuti
hmyzem. Jed hmyzu obsahuje celou fadu biologicky aktivnich latek, jako jsou enzymy,
nizkomolekularni latky, neurotoxiny a skupiny stfedné¢ velkych biologicky aktivnich
peptidi. Tyto latky zpusobuji celou fadu biologickych efektt, jako jsou zvySeni
chemotaxe neutrofilu, degranulace Zzirnych bun¢k, lyze bunétné membrany nebo
aktivace leukocytd v misté zanéti. Tyto d&je se projevuji prudkou dlouhotrvajici bolesti,
poskozenim tkdné v misté vpichu Zihadla, zdnétem a v nékterych piipadech az
anafylaktickym Sokem, ztidka kdy vSak konc¢icim smrtf.*31°

Nejznaméjsimi latkami obsazenymi v jedu blanokiidlého hmyzu jsou apamin,
melitin, kininy, mastoparany, bombolitany, biogenni aminy a enzymy fosfolipasa A,
fosfolipasa B a hyaluronidasa.'"*®
Apamin patii mezi vyznamné peptidy obsazené ve vcelim jedu pusobici jako

neurotoxin. Jiz pii nizké koncentraci specificky blokuje draslikové kanaly
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V neuroblastovych bunkach. Naptiklad u krys apamin zpisobuje hyperaktivitu
a kiege.'*"

Melitin je siln€ bazicky peptid vyznacujici se hemolytickou aktivitou proti ¢ervenym
I bilym krvinkam. Porusuje membranu a tim dochdzi k uvolnéni histaminu, ktery
zpusobuje hemolyzu celé bunky, coz zpusobi zanétlivou reakci. 31718

Kininy hraji podstatnou ulohu v paralyzovani kofisti. Maji vasodilata¢ni G¢inky a
zpusobuji ztratu integrity krevnich kapilar. Vytvafeji mikrotromby a destickové
agregaty, ¢&imz dochazi k unikéani tekutiny z cév do fidkého pojiva.t”?

Fosfolipasa A, se zucastiiuje odbouravani fosfolipidii obsazenych v membranach a
mitochondriich. Deacyluje je v pozici sn-2 za vzniku lysofosfolipidd, které dale
deacyluje fosfolipasa B na glycerolysofosfolipid a mastné kyseliny. Uginek
fosfolipasy A, lze srovnavat s detergentem, to znamena, ze poskozuje mitochondrie a
zpusobuje rozpad ¢ervenych krvinek. Lze ji zafadit mezi neurotoxiny blokujici nervovy
vzruch 131720

Hyaluronidasa zpusobuje pronikani slozek jedu z mista vpichu Zihadla do okolni
tkan¢ tim, ze snizuje viskozitu pojivové tkdné¢ katalyzou hydrolyzy
mukopolysacharida."?

Mastoparany porusuji membrany ¢ervenych krvinek a tim dochazi k jejich rozpadu a
uvolnovani hemoglobinu. Také uvolfiuji histamin z mastocytt (Zirné bunky pojivové
tkang) a serotonin z krevnich desticek. Zptisobuji zanétlivou reakci. 31" %

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci aminokyselin a ¢asto maji ulohu pfenasect
nervového vzruchu. Jedna se o latky dopamin, serotonin, noradrenalin, adrenalin,
histamin a tyramin. Zpusobuji bolestivou reakci, pficemz pokud se jedna o smés, tak je
bolestivost zvySena. Hraji ulohu pfi paralyze kofisti.*"?°

Bombolitany jsou cytolytické peptidy, které rozkladaji ¢ervené krvinky, usnadfiuji
¢innost fosfolipasy A, a uvoliiuji histamin ze zirnych bunék. Maji stejné biologické
vlastnosti jako melitin a mastoparany, ale lisi se sekvencemi a také tim, ze maji

e - . y 13,18,21-2
6x siln€jsi ¢inek uvolnovani histaminu nez mastoparany. 318,21-23

1.5 Cmelaci

Cmelaci patii mezi dulezité opylovade planych rostlin a zemédélskych plodin,

vyskytujicich se v mirn¢ chladn€j$im pasu. Na povrchu téla maji varovné zbarveni

tvofené kombinaci bilé, ZIuté, Cervené a Cerné barvy. Toto zbarveni poméha pii zatfazeni
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¢meldki do systému (Pfiloha 2). Kralovny a d€lnice maji zihadlo spojené s jedovym
vackem a pouzivaji ho jak k obrané¢ pted predatory tak k paralyze Kkofisti
pred nakladenim vaji¢ek do jejiho téla a také k obrané hnizda. Spolecenstvo se dé€li
na kralovnu, délnice a samce, pficemz délnice a samci na podzim umiraji. Zimu pieziva
jen kralovna, ktera dalsi rok nalezne vhodné misto k vystavéni hnizda, ¢asto pod zemi,
nékdy vSak i na stromech nebo podkrovich. Pak zaklada novou jednoletou kolonii
s jedinou plodnou samici. Samice nékterych druhti ¢meldkd, predevsim samice
pacmelakt se chovaji jako tzv. socialni parazité. Tyto samice se probouzeji pozdé&ji
nez ostatni, maji charakteristickou tvrdsi kutikulu, nahoru zahnuté Zihadlo a silna
kusadla. Na rozdil od samic ostatnich druht nehledaji vhodné misto Kk vytvofeni hnizda,
ale ¢ekaji, nez jina kralovna vybuduje hnizdo, pak do né&j proniknou a po porazeni nebo
podfizeni pivodni kralovny ho obsadi. Pacmeldci byvaji specializovani (chemickymi
signaly i vzhledem) na ur¢ity druh ¢meldka. 8202224

Cmelak zemni (Bombus terrestris) patii mezi nejhojnéjsi druhy (Obrazek 4). Svoje

hnizda ma c¢asto az 1,5 m pod zemi na otevienych stanovistich. Tvofi velké kolonie
6

&itajici az 600 jedinci.?

Obrazek 4: Cmeldk zemni (Linnaeus, 1758)%

Cmelak zahradni (Bombus hortorum) se vyskytuje od niZin po niz&i polohy hor
(Obrazek 5). Casto hnizdi v opusténych ptadich hnizdech nebo lidskych stavbach.

Je vyznamnym opylovacem jetele. Kolonie je tvoiena zhruba 120 jedinci.®

Obriazek 5: Cmelak zahradni (Linnaeus 1761) %
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Cmelék rokytovy (Bombus hypnorum) obyvé lesy véetnd horskych smréin, parky a
zahrady (Obrazek 6). Vétsinou stavi hnizda povrchova napf. v puklinach skal a zdech,

v ptagich hnizdech nebo v ptagich budkéach. Populaci tvori az 400 jedinci.”®

Obriazek 6: Cmelak rokytovy (Linnaeus, 1758) %’

r

Cmelak luéni (Bombus pratorum) se fadi mezi podhorsky a horsky druh $ifici se
do nizsich poloh (Obrazek 7). Zije prevazné ve vlhkych lesich. Zaklada si mala

nadzemni hnizda v dutinach zvétralych zdi, pod kefi a zivymi ploty.26

Obrazek 7: Cmeldk lu¢ni (Linnaeus, 1761)%

Cmelak hajovy (Bombus lucorum) se podoba émelakovi zemnimu, ale 1i§i se mensi
velikosti (Obrazek 8). Vyskytuje se ve stinnych lesich dokonce i horskych. Stavi si
hnizda charakteristickd dlouhym pfistupovym tunelem hluboko v zemi. Pocetna

populace ¢ita az 400 jedinci’l.26

Obrizek 8: Cmelak hajovy (Linnaeus, 1761) %
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Cmelék skalni (Bombus lapidarius) je velmi hojny druh vyskytujici se od niZin

azdohor na slunnych otevienych stanovistich (Obrazek 9). Hnizda si buduje

v hromadéach kameni, skalnich puklinach nebo budovach. Hnizdo obyva 300 jedinci.?®

Obriazek 9: Cmelak skalni (Linnaeus, 1758) %/
Cmelak proménlivy (Bombus humilis) se vyskytuje v nizsich az stiednich polohach
pfedevS§im na otevienych travnatych a stepnich biotopech (Obrazek 10). Je malo

hojny.?

Obrazek 10: Cmelak proménlivy (Illiger, 1806) %’

Pac¢melak ¢esky (Bombus bohemicus) je podobny svému hostiteli ¢émelaku hajovému
(Obrazek 11). Patii mezi hojné druhy.?

- o
e e

Obrazek 11: Pa¢melak Eesky (Seidl, 1837)%

15



1.6 Metoda i1zolace peptida

Izolace peptidii je mozné provadét dvéma zpusoby, bud’ elektromigra¢nimi, nebo
chromatografickymi metodami. Mezi elektromigra¢ni metody se fadi kapilarni zénova
elektroforéza a zoénova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného. Tento zpiisob izolace je zaloZen na elektroforetickém pohybu
ionizovanych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli. Druhou moznosti jsou
chromatografické metody a to chromatografie na iontoméni¢ich a vysokoucinna

kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi (RP-HPLC).®

1.6.1 Vysokotcinna kapalinovéa chromatografie s reverznimi fazemi

Tato metoda se pouziva ke kvalitativnim a kvantitativnim analyzam mnoha
biologicky  aktivnich  latek. = Chromatografické  chovani  ovliviluje  fada
fyzikalné - chemickych vlastnosti latek, které se projevi v separatnim procesu, jenz
zavisi na interakcich analytu se staciondrni a mobilni fazi pii putovani kolonou.
V systému obracenych (reverznich) fazi nese stacionarni népli hydrofobni skupiny,
které pomoci hydrofobnich interakci zdrzuji analyt v chromatografické koloné, ¢imz
je zpisobena jeho pozdéjsi eluce a detektor zaznamenava ruzné retenéni Casy (tgr).
Mobilni faze je polarni a pro zlepSeni selektivity se v nékterych piipadech pouziva
gradientova eluce.”®

Pro izolaci peptidl se jako nepolarni staciondrni faze pouziva modifikovany silikagel
s chemicky vazanymi oktadecylovymi fetézci (C 18), ktery se projevuje velkou
hydrofobicitou. Mobilni faze je tvofena smésmi polarnich rozpoustédel, jako je
acetonitril (ACN) nebo methanol s vodou nebo vodnym pufrem. VétSinou se pouziva
gradientova eluce, pii které dochazi ke zméné slozeni mobilni faze v pribéhu

, 1
analyzy.?’o’3

1.7 Metody analyzy peptida

Po izolaci peptidi nasleduje jejich analyza. K jejimu provedeni se pouziva nékolik

riznych metod a to bud piimé, nebo nepiimé. Mezi pfima stanoveni lze zaradit
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absorpéni spektrometrii, emisni fluorescencni spektroskopii a také hmotnostni
spektrometrii. Na druhé stran¢ jsou méfeni nepiima, ktera jsou zaloZena
na spektrofotometrii, p¥i které se proméfuji barevné komplexy peptidi s &inidly.?

Nejlepsim detektorem pii RP-HPLC peptidl obsahujicich méné€ nez 25 aminokyselin
je hmotnostni spektrometrie (MS), ktera umoziuje zjistit molarni hmotnost peptidi a
urcit i jeho slozeni. Nejéastéj$imi typy ionizace jsou ionizace za spolutcasti matrice
(MALDI) a ionizace elektrosprejem (ESI).°

K urceni sekvence peptidi nebo proteinii se pouzivd mnoho riznych postupd,
které se vybiraji podle specifickych vlastnosti studovanych latek. Pro navrzeni sekvence
je vhodna "de novo" sekvenace a k pfesnému ur¢eni metoda Edmanova odbouravani.
Pfi identifikaci pomoci MS se metody rozdé¢luji podle pifistupu k analyze na "Bottom
up", kdy nejprve dochazi ke Sté€peni proteinu a vzniklé peptidy se analyzuji pomoci MS
anebo "Top down", ve které se cely protein rovnou analyzuje MS bez piedchoziho

étépeni.gz'33

1.7.1 Hmotnostni spektrometrie s laserovou ionizaci za spoluti¢asti matrice

Metoda MALDI se fadi mezi "mekké" ionizacni techniky, které pii ionizaci dodavaji
analytim malé mnozstvi vnitini energie. Vznika vét$si mnozstvi protonovanych nebo
deprotonovanych molekul a mens$i pocet fragmentl. Velmi Casto se tato ionizacni
technika vyskytuje v kombinaci s pruletovym analyzatorem (TOF). Spojeni téchto
technik se rozvinulo v cenny nastroj detekce a charakterizace biopolymert, jako jsou
peptidy, bilkoviny, oligosacharidy a nukleotidy. Kombinace MALDI-TOF je
preferovana diky pulznimu charakteru iontového zdroje, ktery vyhovuje spojeni
s priletovym hmotnostnim analyzatorem. Pro ziskdni kvalitniho spektra je dilezité
vybrat vhodnou matrici k danému analytu. Casto to jsou organické kyseliny,
napft. a-kyano-4-hydroxyskoficova (HCCA), 2,5-dihydroxybenzoova nebo sinapova.
MALDI matrice jsou vétSinou krystalické pevné latky, které absorbuji energii
laserového paprsku o urcité vinové délce. Velmi kratké casové intervaly laserového
pulzu zabranuji tepelné degradaci '<1r1alytu.33“°"r"37

Vzorek se piipravuje smichanim matrice a analytu na MALDI terci z nerezové oceli.
Smés se nechd odpafovat za pokojové teploty. Poté je ter¢ zaveden do pfistroje a

ozafovan kratkymi laserovymi pulzy (Obrazek 12). K MALDI v ultrafialové (UV)
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oblasti se pouziva dusikovy laser (A = 337 nm). Po ozafeni vzorku matrice absorbuje
energii z pulzu, ktery zptsobi jeji desorpci. Castice odpafujici se z matrice sebou
strhavaji molekuly analytu a ptevadéji je do plynného skupenstvi. K ionizaci analytu
dochazi pomoci pienosu protonu z excitovanych molekul matrice. MALDI spektra se
vyznacuji silnymi signaly jednou nabitych iontd, ve spektru lze nalézt protonovanou
formu [M+H]", kterou doprovazi adukty s alkalickymi kovy [M+Na]® a [M+K]".
Alkalické kovy pochéazeji bud jako piimés ze skla, reagencii nebo pouzitych
rozpoustédel. Mezi deskou a miizkovou elektrodou, které jsou od sebe vzdaleny nékolik
centimetrd, jsou ionizované¢ molekuly urychleny napétovym pulzem a dale méfeny
TOF analyzatorem. lonty ziskavaji stejnou energii a dostavaji se do urychlovaciho pole,
kde analyzator vyhodnocuje ¢as, za ktery iont ptfekond drahu v letové trubici. lonty,
které maji stejnou pocatecni energii a rdznou hmotnost doleti k detektoru v riznych
gasech. %%

K ziskani lepsi citlivosti, pfesnosti a rozliSeni se pouziva priletovy analyzator
v reflektronovém modu (Obrazek 13). Reflektron neboli iontové zrcadlo prodluzuje

délku letové trubice tim, ze ionty odrazi zpét po mirné vychylené draze k detektoru,

nejcastéji mikrokanalové desce (MCP). Signal detektoru je zpracovan pocitacem a dale
33,35

interpretovan.

Matrice s
analytem
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Elektrostaticke pole

A

Obrazek 12: Schéma ionizace MALDI.*®
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TOF v reflekitromowém linedrni detektor

modu R
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ionoté zrcadlo
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R S reflektronowvy
rod _""'~ detektor

Obrazek ]3: Schéma TOF analyzatoru s reflektronem.*

I

1.7.2 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

Podobn¢ jako MALDI se elektrosprej tadi k "mé&kkym" ionizaénim metodam.
Casto se vyuziva k analyze velkych biomolekul, jako jsou proteiny a oligonukleotidy.
Pfi tomto typu ionizace mohou vznikat nékolikrat nabité ionty, tim padem neni dan
hmotnostni limit. Spektra 1ze nasledné¢ zpracovat dekonvoluénimi algoritmy,
které prevedou vicekrat nabité ionty na jednou nabitg.*0*?

Naredény vzorek vstupuje do kapilary, na kterou je vloZzeno vysoké napéti. Na konci
kapilary se tvofi konicky meniskus, ze kterého dochazi k uvolnovani kapaliny ve formé
nabitého aerosolu. Pfidavkem suSiciho plynu dochazi k rychlejSimu odpateni
rozpoustédla. Postupné se zvySuje hustota naboje az do doby piekroceni Rayleighova
limitu, coz ma za nasledek tzv. "Coulombickou explozi", ktera se projevi rozs§tépenim
kapky na casti o menSim poloméru (Obrazek 14). Timto zplisobem se tvofi ionty,
které vstupuji do hmotnostniho analyzatoru. Jako analyzator miZe byt pouzit hybridni

analyzator linearni iontové past s orbitrapem (LTQ-orbitrap).***2
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Obrizek 14: Schéma ionizace ESI.®
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Obrazek 15: Schéma pi¥istroje ESI-LTQ orbitrap.*®
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Pristroj ESI-LTQ orbitrap (Obrazek 15) je vhodnym nastrojem k analyze peptida.
V iontové pasti dochazi k vybrani prekurzoru, ktery se nizkoenergetickou kolizné
indukovanou disociaci (CID) rozpadne na fragmenty. Tonty se také mohou rozstépit
pomoci vysokoenergetické (1 - 3 keV) kolizni disociace (HCD) v kvadrupo6lové kolizni
cele. HCD vytvaii immoniové ionty, diky kterym dochazi k potvrzeni AMK v sekvenci.

Pfesnd hmotnost je zmeéfena orbitrapem, ktery dosahuje vysokych rozliSeni

a citlivosti.***’
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1.7.3 "De novo" sekvenovani

"De novo" sekvenovani vyuziva tandemovou hmotnostni analyzu MS/MS. Spektra
obsahuji ionty série b a y, které vznikaji St€penim peptidovych vazeb (Obrazek 16).
Rozdil mezi b a y ionty je uren podle toho, na kterém peptidovém zbytku zlistane
po rozstépeni vazby naboj. B-ionty obsahuji N-koncovou ¢ast peptidu, zatimco y-ionty
obsahuji C-koncovou &ast peptidu. Ciselné oznageni iontti uvadi podet fragmentti AMK.
Tyto ionty se od sebe vzajemné lisi o zbytky AMK, coz umoznuje ze ziskanych spekter
piimo odecist sekvence. "De novo" sekvenovani je vhodna metoda predevsim k ziskani
sekvenci, které nejsou v databazich. Nevyhodou je, Ze z jednoho spektra lze Casto

, v, , oy . , 47 .4
navrhnout vice moznych sekvenci a nelze rozlisit AMK se stejnou hmotnosti.*’#%*°

¥z Lz Xz W Iz Xy ¥y Iy T
RIIO D IRZIO T TR3IO R4
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Obrazek 16: Zpusob $tépeni peptidové vazby pomoci MS/MS. Rozstépenim peptidové vazby
vzniknou ¢astice obsahujici N a C-koncovou ¢ast peptidu. Znaceni a, b, ¢ se pouZiva pro
N-koncovou ¢ast a x, y, z pro C-koncovou ¢ast. Dolni index znaceni udava poc¢et AMK v daném
fragmentu.®®

1.7.4 Edmanovo odbouravani

Pfi této metodé dochazi k postupnému odbouravani jednotlivych AMK z N-konce
peptidu. Je zalozena na ucinku fenylisothiokyanatu reagujiciho s volnou NH»-skupinou
za vzniku fenylthiokarbamylderivaitu. Ten se plsobenim HCl  zméni
na fenylthiohydantoinovy derivait AMK a zlstane peptidicky fetézec, ktery ma o jednu
AMK méné. Ve srovnani s tandemovou hmotnostni spektrometrii ma Edmanovo
odbouravani vyhodu v rozliSeni isoleucinu a leucinu, které maji stejnou hmotnost.
Problém nastdva pii urceni peptidi s N-koncovou modifikaci, coz byva zpiisobeno
acetylaci této AMK nebo v pfipadé, ze je N-koncova AMK Kkyselina

. 47,4951,52
pyroglutamova.
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Pro nékteré peptidy byla sekvence nezavisle stanovena pomoci Edmanova
odbouravani, kter¢ bylo provedeno v laboratoifi  proteinové  analyzy
UOCHB AV CR, V.v.i. Ing. Zdetikem Voburkou na pfistroji Procise-Protein Sequencing
System (Applied Biosystems, USA).

1.8 Zjisténi antimikrobialni aktivity

Vsechny vzorky byly testovany na antimikrobialni aktivitu. Toto méieni bylo
provedeno RNDr. Vladimirem Fucikem, CSc. ze skupiny antimikrobialnich peptidi
UOCHB AV CR, Vv.v.i. Byla vyuzita agarova difazni metoda s bakterii Micrococcus
luteus.

V ptiloze 3 je zobrazen vysledek agarového diflizniho testu zjisténych peptidi.
Po naneseni roztok peptidi na agar doslo k usmrceni bakterii kultivovanych v agaru

(vzniklé ¢isté misto), ¢imz byla potvrzena antimikrobialni aktivita studovanych peptidd.
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2 CiL PRACE

Cilem této prace bylo izolovat, analyzovat a urcit sekvenci novych pfirodnich
peptidi, které by vykazovaly antimikrobialni aktivitu. Jako zdroj peptidi byly pouzity
extrakty pochazejici z jedovych rezervoart riznych druhti ¢melakd.

Peptidy byly izolovany pomoci vysokoucinné Kkapalinové chromatografie
S obracenymi fazemi. Nasledné byly analyzovany laserovou ionizaci za spolutcasti
matrice ve spojeni s pruletovym analyzitorem a ionizaci elektrosprejem s hybridnim
LTQ-orbitrap analyzatorem. Byla zjisténa molekulova hmotnost izolovanych peptidu.

Pro nalezeni sekvence peptidi byla vypracovana metoda MS/MS "de novo™
sekvenovani. Dale byly tyto pfirodni peptidy testovany, zda maji antimikrobialni

vlastnosti proti G* a G™ bakteriim.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material

=  Cmelédk zemni (BT) — (3 - délnice) laboratorni chov doc. RNDr. Vladimira
Ptacka, CSc. z Masarykovy univerzity v Brné

=  Cmelak hajovy (BL) — (3x - kralovna) laboratorni chov doc. RNDr. Vladimira
Ptacka, CSc. z Masarykovy univerzity v Brné

= Cmelak zahradni (BH) — (1x - déInice) Dobfis

= Cmelak skalni (BU) — (1x - kralovna) Bil¢ Karpaty

= Cmelak rokytovy (BY) — (1x - délnice) Horni Albefice

= Cmelak luéni (BL) — (1x - kralovna) Horni Albefice

= Cmelak proménlivy (HU) — (2x - d&lnice) Prokopské udoli v Praze

= Palmelak gesky (BC) — (2x - kralovny) Ranna v Ceském stiedohoii

3.2 Chemikalie

= H,0 pro HPLC (UOCHB AV, Praha, CR)

= acetonitril (Chromasolv® pro HPLC, Sigma Aldrich, Némecko)

= methanol (Chromasolv® pro LC-MS, Sigma Aldrich, Némecko)

= kyselina trifluoroctova (TFA, p.a, Riedel-de Haén, Némecko)

= kyselina mravenci (FA, p.a., Lachema, Brno, CR)

* matrice a-kyano-4-hydroxyskoticova (Sigma Aldrich, Némecko)

= aceton (p.a., Penta, Praha, CR)

* smés peptidi Peptide calibration standard (Bruker Daltonics, Némecko)

» sme¢s peptidi LTQ ESI Positive calibration solution (Thermo Fisher Scientific,
USA)

3.3 Separace jedové zlazy

Preparace jedovych vacka z jednotlivych druhti ¢melakd byla provedena
RNDr. Oldfichem Hovorkou, Ph.D. pod mikroskopem (Olympus SZ61, Velka Britanie)

v Petriho misce s vodou pomoci mikropinzet. Vacek byl posléze v mikrozkumavce typu
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Eppendorf mechanicky narusen a suspendovan v 25 ul roztoku, ktery byl tvofen smési
50 % ACN + 49,9 % H,0 pro HPLC + 0,1 % TFA. Tkan jedového vacku byla oddélena
mikrocentrifugaci (Mechanika Precyzyjna, Polsko).

3.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi

Extrakt z jedového vacku byl nadavkovan pomoci nastfikového ventilu (Rheodyne,
USA) do HPLC systému serie 1200 (Agilent technologies, USA) vybaveného
spektrometrickym detektorem s diodovym polem. Detekce byla provadéna pfi vinovych
délkach (&) 220 nm, 254 nm a 280 nm. Tyto délky byly zvoleny jako vhodné k detekci
peptidl, protoze pii 220 nm se detekuji peptidové vazby, A = 254 nm je vhodna
ke zjisténi pritomnosti nékterych nizkomolekularnich organickych latek a fenylalaninu a
pomoci A = 280 nm se d4 uréit piitomnost tyrosinu a tryptofanu v peptidu® \Vzorek byl
separovan na chromatografické kolon¢ Vydac C-18 — 250 x 4,6 mm, 5 pm (Grace
Vydac, USA) s prutokem 1 ml/min s gradientovou eluci. Pro separace jednotlivych
vzorkl byla pouzita linearni gradientova eluce, pii které se sloZzeni mobilni faze zménilo
z pocatec¢niho roztoku A (5 % ACN ve vod¢ s ptidavkem 0,1 % TFA) béhem 60 minut
na roztok B (70 % ACN ve vodé s 0,1 % TFA). V prubéhu separace byly odebirany
do mikrozkumavek frakce, které odpovidaly intenzivnim pikiim v chromatogramu.

Nasledné byly tyto frakce vysuseny za pomoci vakuového koncentratoru (SpeedVac,
Labconco, USA). K méfeni a vyhodnocovani dat byl pouzit pocitaCovy program
ChemStation (Agilent technologies, USA) a pro dalsi Gpravu ziskanych chromatogramu
program Origin 6.0 (Microcal (TM) Origin®, USA). Po vysu$eni byly jednotlivé frakce
rozpustény v 10 pl smési (50 % ACN + 49,9 % H,0 pro HPLC + 0,1 % FA) a dale

analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie.
3.5 Hmotnostni spektrometrie s laserovou ionizaci za spoluti€asti
matrice

Vzorky pro MALDI analyzu byly pfipraveny nanesenim 1 pl matrice (nasyceny
roztok HCCA ve smési 97 % aceton + 2,9 % H,0 pro HPLC + 0,1 % TFA). Poté se
nanesl 1 pl vzorku nebo smés kalibraéniho standardu, vznikly vzorek byl promichan

na MALDI ter¢iku a nechal se kokrystalizovat na vzduchu pti laboratorni teploté.
K analyze byl pouZit pfistroj Reflex IV (Bruker Daltonics, Némecko). MALDI deska
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byla vlozena do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Nasledné byl
k ionizaci/desorpci vzorku pouzit UV laser (A = 337 nm) a vzniklé ionty byly dale
urychleny napétim o velikosti 20 KV do TOF analyzatoru s reflektronem. Vzorek
na MALDI ter¢iku byl sledovan kamerou, coz umoziiovalo vybrat vhodné misto
k ionizaci laserovym impulzem o relativni intenzité¢ v rozmezi 40 — 60 %. Ziskana
hmotnostni spektra byla zaznamenavana v rozsahu do hodnoty 3000 m/z. Spektra byla
prumérovana ze 150 laserovych pulzl. Ke sbéru dat byl vyuzit pocitacovy program
FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics, Némecko) a Kk vyhodnoceni dat program
FlexControl 1.1.46.0 (Bruker Daltonics, Némecko).

3.6 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

K ESI ionizaci byly extrakty jedovych zlaz nafedény 30 pl roztoku (methanol : H,0,
1:1), 2 ul tohoto roztoku byly jesté¢ jednou nafedény 20 ul smési rozpoustédel
(methanol : H,0O, 1:1). Poté byly vzorky dale promichany na vortexu (Velp scientifica,
Italie) a odstfedény pomoci centrifugy (Eppendorf, USA). Takto pripravené extrakty
zlaz byly davkovany mikrostiikackou (Hamilton, USA) pomoci nastiikového ventilu
ptistroje LTQ orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific, USA) do proudu mobilni faze,
jejiz pratok byl nastaven na 50 pl/min a slozeni (50 % metanolu + 50 % H,O
pro HPLC). Mé&feni bylo provadéno pii rozlieni 10°. Po vybrani vhodného prekurzoru
byly ze ziskaného hmotnostniho spektra odecteny piesné hmoty vicekrat nabitych ionti
k dalsimu proméfeni fragmentacnich spekter. Pfed fragmentaci byla vyhledana
nejvhodnéjsi hodnota kolizni energie pro CID 1 pro HCD méfeni. Pro métfené hodnoty
byl rozsah m/z pti CID (1/3 Mr - 2000) a pro HCD (50 — 2000). Sitka izolaéniho okna
byla zaddna 10 m/z. Data byla sniméana pocitaovym programem Xcalibur (Thermo
Fisher Scientific, USA).

3.7 "De novo" sekvenovani

Do programu Peaks 4.5 (© Bioinformatics Solutions Inc., Kanada) byly importovany
vsechny zaznamy MS/MS spekter ziskané pomoci ESI-LTQ orbitrapu z rGznych
nabojovych stavi ur¢itého prekurzoru. Nasledné byly vSechny data spojené do jednoho
spektra vhodného k sekvenaci "de novo", kdy doslo k vyhodnoceni rozdilt jednotlivych
AMK mezi fragmentacnimi piky ve spe:ktru.54 Spektra byla ptevedena dekonvolu¢nimi

algoritmy na jedenkrat nabité ionty. K optimalizaci parametri metody "de novo" byl
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pouzit vzorek jehoz sekvence byla porovnavana s vysledky Edmanova odbouravani a
sekvencemi publikovanymi v literatufe.?” Parametry s nejvétsi shodou byly nastaveny
Kk urceni ostatnich vzorki s neznamou sekvenci. Hodnoty chybové tolerance prekurzoru

byly 5 ppm a fragmentu 0,01 Da.
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4 VYSLEDKY

4.1 Chromatograficka separace extraktu

Z jedovych extrakti ¢melaka byly pfi separaci RP-HPLC odebirany nejintenzivnéjsi
frakce. Extrakt z jedového vacku ¢melaka zemniho poskytl chromatogram zobrazeny
na obrazku 17.

Bylo odebrano 15 frakci, z ¢ehoz 5 frakci poskytlo intenzivni piky, a to piky ¢islo 1,
6, 9, 10 a 15 s reten¢nimi ¢asy 3,4 min, 31,6 min, 36,2 min, 38,4 min a 45,6 min.
Prvni pik v chromatogramu je nastfikovy, a proto nebyl dale proméfovan. Po zméteni
vSech frakei metodami MALDI a ESI se podafilo ziskat hmotnostni spektra z pikt ¢. 10
a 15. Ostatni intenzivni piky, neposkytly hmotnostni spektra, kterd by se dala dale
interpretovat, coz mize znamenat, ze se jednd o vysokomolekularni latky, které se
Vv méfeném rozpéti nezobrazily (piky €. 6 a 9).

V tabulce 1 jsou uvedena cisla odebiranych frakci z ur¢itého druhu ¢melaka spolu
s reten¢nimi ¢asy ptisluSnych pika. Z pribéhu nekterych chromatograml zobrazenych
v piiloze 4 - 10 Ize dobtfe vidét, ze jednotlivé piky pfedstavovaly smési peptidd,

coz bylo potvrzeno i jejich dalsi analyzou.

1200 —
1000 — 6
800 —

1 10
= 600 /

4004 1t °

200 /

AU)

A(ZZO nm

t(min)

Obrazek 17: RP-HPLC chromatogram extraktu ¢meliaka zemniho. Podminky méreni viz kapitola
3.4.
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Tabulka 1: Reten¢ni ¢asy intenzivnich pika, které poskytly pouZitelndA hmotnostni spektra.
Jednotlivé chromatografické ziznamy jsou zobrazeny v priloze 4 - 10.

Cmelak zemni Cmelak zahradni Cmelak rokytovy Cmelak lugni
Obrazek 17 Priloha 4 Priloha 5 Priloha 6
Retencni Retenc¢ni Retencni Retencni
Frakce €. ¢as (min) Frakce ¢. ¢as (min) Frakce ¢. ¢&as (min) Frakce ¢. ¢as (min)
6 31,6 6 37,3 9 36,4 6 33,8
9 36,2 7 39,0 10 37,6 7 37,0
10 38,4 8 40,8 11 45,5 8 41,9
15 45,6 10 44,2
Cmelak hajovy Cmelak skalni Cmelak proménlivy Padmelak Sesky
Ptiloha 7 Pfiloha 8 Pfiloha 9 Ptiloha 10
Retencni Retencni Retencni Retencni
Frakce ¢. C€as (min) Frakce €. ¢as (min) Frakce €. ¢&as (min) Frakce ¢. ¢as (min)
20 44,8 5 34,9 3 38,9 10 40,3
22 51,7 7 38,0 4 41,3 12 51,4
5 42,0 13 54,6
6 42,4
7 43,5
8 49,4

4.2 Analyza extraktu jedovych zlaz metodou laserové ionizace za

spoluti¢asti matrice

MALDI spektra zobrazuji jedenkrat nabité ionty spolu se sodnymi a draselnymi
adukty. lonty, které vytvareji adukty, mohou pochazet ze skla pouzitych néadob,
reagencii nebo rozpoustédel.

V hmotnostnim spektru frakce ¢. 10 (Obrazek 18) je patrny intenzivnéjsi peptid
s relativni molekulovou hmotnosti 1989,9. Dale jsou ve spektru patrné 1 dalsi piky
s mensi intenzitou, které mohou byt zplisobeny ptimési dalsiho peptidu (Mr 1972,4)
ve frakci. Prvni pik ve spektru s hodnotou m/z 1990,9 nalezi aduktu s protonem.
Dalsi pik ma hodnotu m/z 2012,9 a tvofi ho sodny adukt, posledni pik s hodnotou
m/z 2028,9 je adukt s draselnym iontem. Zasoleni vzorku lze pozorovat na dalSich
sodnych a draselnych aduktech [M+2Na-H]" a [M+Na+K-H]".

Obrazek 19 zobrazuje MALDI spektrum frakce ¢ 15 s [M+H]" s hodnotou
m/z 1930,0, [M+Na]® s m/z 1952,1 a [M+K]" s m/z 1968,1. Z téchto hodnot je patrné,
ze relativni molekulova hmotnost peptidu je 1929,0.

Ostatni hodnoty z méfeni metodou MALDI jsou zobrazeny v tabulce 2 i s odkazem

na spektra.
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Obrazek 18: MALDI spektrum piku ¢. 10 z extraktu jedové Zlazy ¢melika zemniho. Podminky

méreni viz kapitola 3.5.
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4.3 Analyza extraktu jedovych Zzlaz metodou elektrosprejoveé

lonizace

Z  hmotnostnich  spekter ziskanych elektrosprejovou ionizaci  vzorku
(Obrazek 20 a21) byly odefteny hodnoty m/z n¢kolikanasobn¢ nabitych iontd,
které byly dale fragmentovany a vyhodnocovany metodou "de novo" sekvenovani.

Pro frakci ¢. 10 ze vzorku ¢melaka zemniho byly odecteny hodnoty m/z 498,5596
(4x nabity), m/z 664,4105 (3x nabity), m/z 996,1119 (2x nabity). Ve spektru je patrny
i dalsi pik, ktery zobrazuje fragment ziskany fragmentaci dal$iho peptidu.

Z hmotnostniho spektra frakci ¢. 15 (Obrazek 21) byly ziskané hodnoty nabojovych
stavii m/z 483,3204 (4x nabity), m/z 644,0914 (3x nabity) a m/z 965,6318 (2x nabity).

Obe¢ frakce poskytly fragmentacni spektra vhodna ke zpracovani sekvena¢ni metodou
"de novo". Hodnoty nabojovych stavii pro jednotlivé vzorky spolu s odkazem

na ziskana spektra jsou uvedeny v tabulce 2.

.................... FIZT2011 3:03:01 PM BT 10

BombusTerestrisBT10-1 #6622 RT- 015061 AV 17 NL- 4 54E7
T FTMS + p ESI Full ms [150_.00-2000.00]

3Ix
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Obrazek 20: ESI hmotnostni spektrum frakce €. 10 z extraktu jedu ¢melaka zemniho. Podminky
méieni viz kapitola 1.7.2.
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Bombus Temestris - BT 15 FE2E2011 10-16:32 AM BT 15
ESI, 275C,50% MoOH

Bombus Temrestris - BT 15 #111-142 RT: 3.284.18 AV: 32 NL: 1.78E7
T: FTMS + p ESI Full ms [150.00-2000.00]
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Obrazek 21: ESI hmotnostni spektrum frakce €. 15 z extraktu jedu ¢meldka zemniho. Podminky
méteni viz kapitola 1.7.2.

4.4 Sekvenace metodou "de novo"

K optimalizaci metody "de novo" byly pouzity vzorky s jiz publikovanou sekvenci
peptidu.?? Zjisténé sekvence zkoumanych ¢meléki i s odkazem na ziskané fragmentaéni
spektra jsou prezentovany v tabulce 2.

Nevyhoda zjistovani sekvence metodou "de novo™ spociva v nemoznosti rozlisit
stejné hmotnosti a to jak v piipadé jednotlivych AMK (leucin a isoleucin) tak i v jejich
souctu napft. glycin spolu s leucinem ma stejné elementarni sloZeni, a tedy i hmotnost
v porovnani S alaninem a valinem. S tim souvisi i navrzeni mnozstvi sekvenci.
Jednotlivé AMK v navrzenych sekvencich programem Peaks 4.5 jsou rozliSeny
barevnymi kody (Obrazek 22). Pravdépodobnost shody sekvence a ziskaného spektra

spolu se zjisténymi sekvencemi jsou zobrazeny v tabulce 2.
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Feptide Candidates

=Hhlanual De Mova

[1911.2&]
=-FEAKS Auto De Movo (5.0 0.01 Daniela)

LHLEKLLGLLGVALSHLE 54.5%
LHELKLLGLLGWALSHLE 10, 9%
LHLEKLLWALGWVALSHLE 6. 3%
LHLEKLLAVLGVALSHLE &6.3%
LHLEKLLLGLGWVALSHLE 6. 3%

Obrazek 22: Navrzené sekvence metodou "‘de novo" pomoci programu PEAKS 4.5. Barevny kod

dobnosti se uréita AMK vyskytuje na daném misté v sekvenci:

épo
>90% 80-90% 60-80% <60%.

w

kou pravd

urcuje, s ja

téna sekvence

v

r

i zjis

Pro peptid z frakce ¢. 10 byla metodou "de novo" sekvenovan

H-LNLKKLLGKLGVMLSHLN-OH a pro frakci ¢.

15 byla odectena sekvence

H-LNLLGLLGKLGKLLSHLK-OH. Ob¢ ziskané sekvence se shoduji s vysledky

Edmanova odbourdvani. Fragmenta¢ni spektra byla pfevedena na jedenkrét nabité ionty

zobrazenych

iho programu. Ve spektrech

dekonvoluén

algoritmu

4

pomoci

na obrazcich 23 - 24 je patrné rozdéleni iont do sérii b a y, a také navrzena sekvence

z8ich hmotéach patrné hodnoty imoniovych

v v

I ni

peptidu. V nékterych spektrech jsou p

ionti, které potvrzuji vyskyt jednotlivych AMK v sekvenci.

1991.23

=10]u] Q00 1200 1500 1800

=00

Obrazek 23: Fragmentacni spektrum piku ¢. 10 z extraktu jedu ¢melaka zemniho. Spektrum
ziskano po dekonvoluci a zpracovani fragmentii nabojovych stava peptidu s Mr 1990,231.
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Tabulka 2: Pfehled peptidii izolovanych z jedovych Zlaz ¢melakii.

retenéni  antimikrobialni pocet
frakce &. Cas (min) aktivita MALDI ESI "De novo" Edmanovo odbouravani AMK Spektra
m/z
nabojovy m/z % Mr Mr
[M+H]" [M+Na]" [M+K]" MrMALDI| stav  fragmenti  MrESI sekvence pravdépodobnosti  "de novo” sekvence sekvence

Cmelak zemni literatura®

BT 10 38,4 AKTIVNI 1990,9 20129 20289 1989,9 4x 498,5596 1990,2310 | H-LNLKKLLGKLGVMLSHLN-OH 21,5% 1990,2126 | H-LNLKKILGKIGVMLSHLN-OH  1990,2130 | 18 |Obrazek 18, 20, 22
3x 664,4105
2X 996,1119

literatura®

BT 15 45,6 AKTIVNI 1930,0 1952,1 1968,1 1929,0 4x 483,3204  1929,2730 | H-LNLLGLLGKLGKLLSHLK-OH 26,6% 1929,2504 | H-LNILGLLGKIGKILSHLK-OH  1929,2500 | 18 |Obrazek 19, 21, 23
3X 644,0914
2X 965,6318

Cmelak zahradni

BH 6 37,3 AKTIVNI 20615 2083,6 2099,5 20605 5x 413,0534 2060,2540 | H-FNFKKFLAKVGLALSHLK-OH 24,8% 2060,2300 | H-FNFKKFLAKVGIALSHLK-OH 2060,2300 | 18 |Pfiloha 11-13
4x 516,0649
3x 687,7498
2X 1031,1200

BH7 39,0 AKTIVNI 2012,3 2034,3 20504 2011,3 5x 403,2611 2011,2940 | H-KFFKKLLGLLGVALSHLK-OH 24,9% 2011,2711 | H-FKFKKLLGLIGVALSHLK-OH 2011,2711 | 18 |Pfiloha 14 -16
4x 503,8250
3X 671,4304
2X 1006,6404

BH7(2) 39,0 AKTIVNI 2028,3 20504 2066,3 2027,3 4x 507,8048 2027,2110 | H-FNFKELLGKLGLALSHLK-OH 50,0% 2027,1933 | H-FNFKELLGKIGIALSHLK-OH  2027,1930 | 18 |Pfiloha 14, 15, 17
3x 676,7374
2X 1014,6014

BH8 40,8 NEAKTIVNI | 1933,3 19553 19713 19323 4x 484,0413 1932,1550 | H-FNFKKFLAKVGLALSHL-OH 41,1% 1932,1350 | H-FNFKKFLAKVGIALSHL-OH  1932,1350 | 17 |Pfiloha 18 - 20
3X 645,0521
2X 967,0725

BH 10 44,2 AKTIVNI 1930,5 1952,6 1968,5 1929,5 4x 483,3200 1929,2770 | H-LNLKKLLGLLGVALSHLK-OH 64,3% 1929,2504 | H-LNIKKLLGLIGVALSHLK-OH  1929,2504 | 18 |Pfiloha 21 -23
3X 644,0964
2X 965,6303
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retenéni  antimikrobialni pocet
frakce €. Cas (min) aktivita MALDI ESI "De novo" Edmanovo odbouravani AMK Spektra
miz
ndbojovy  miz % Mr Mr
[M+H]" [M+Na]" [M+K]" MrMALDI| stav  fragmenti  MrESI sekvence pravdépodobnosti  “de novo" sekvence sekvence

Cmelak rokytovy

BY9 36,4 AKTIVNI | 20631 20851 2101,2 20621 4 516,5750 2062,2900 | H-KLLKDLLGKLKVMLSHLN-OH 59,7% 2062,2701 | H-IKLKDILGKLKVMLSHLN-OH  2062,2699 | 18 |Pfiloha 24 - 26
3X 688,4302
2x  1032,1398

BY 10 37,6 NEAKTIVNI | 1961,0 19830 19990 1960,0 neposkytl spektra Priloha 27, 28

BY 11 455 AKTIVNI 1960,2 19822 1959,2 1959,2 4x 490,8128 1959,2440 | H-LNLKKLLGTLGLLLSHLN-OH 0,749 1959,2246 | H-INLKKILGTLGLILSHLN-OH ~ 1959,2244 | 18 |Pfiloha29-31
3x 654,0819
2X 980,6181

Cmelak lugni

BR 6 338 NEAKTIVNI | 1717,6 17397 17556 1716, ax 430,2813 17171170 |  H-LNLKKLLGKLGLALSH-OH 98,2% 1717,0979 H-INLKKLLGKIGIALSH-OH 1717,0977 | 16 |Pfiloha 32 - 34
3x 5733724
2X 859,5544

BR7 37,0 AKTIVNI 19447 1966,7 1982,7 19437 4x 487,0633 1944,2450 | H-LNLKKLLGKLGLALSHLN-OH 62,2% 1944,2249 | H-INLKKLLGKIGIALSHLN-OH 19442247 | 18 |Pfiloha 35 - 37
3X 649,0819
2X 973,1178

BR 8 419 AKTIVNI 19746 1996,6 20126 1973,6 4x 4945662 1974,2560 | H-LNLKKLLGTLGKVLSHLQ-OH 38,5% 1974,2355| H-INLKKILGTIGKVLSHLQ-OH  1974,2353 | 18 |Pfiloha 38 - 40
3x 659,0858
2X 988,1233

Cmelék hajovy

BL 20 448 AKTIVNI 19304 19524 1968,3 19294 ax 483,3190 1929,2680 | H-LNLLGLLGKLGKLLSHLK-OH 48,2% 1929,2504 | H-LNILGLLGKIGKILSHLK-OH  1929,2502 | 18 [Pfiloha41-43
3X 644,0897
2X 965,6301

BL 22 51,7 NEAKTIVNI |1802,2 18242 18402 1801,2 ax 451,2959 1801,1770 | H-LNLLGLLGKLGKLLSHL-OH 11,8% 1801,1554 | H-LNILGLLGKIGKILSHL-OH ~ 1801,1554 | 17 |Pfiloha 44 - 46
3x 601,3925
2X 901,5842

Cmelak skalni

BUS 349 NEAKTIVNI | 20744 20964 21124 20734 neposkytl spektra Priloha 47, 48

BU7 38,0 AKTIVNI | 21734 21953 22113 21724 5X 4354895 2171,4350 | H-LKLKDLLGKLKVLLSHLNK-OH 66,5% 2172,4087 | H-LKLKDILGKIKVILSHLNK-OH 2172,4085 | 19 [|Pfiloha 49 - 51
ax 544,1102
3x 725,1434
2x  1087,2100
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retenéni  antimikrobialni podet
frakce €. Cas (min) aktivita MALDI ESI "De novo" Edmanovo odbouravani AMK Spektra
m/z
nabojovy m/z % Mr Mr
[M+H] [M+Na]" [M+K]" MrMALDI| stav  fragmenti  MrESI sekvence pravdépodobnosti  "de novo" sekvence sekvence

Cmelak proménlivy

HU 3 38,9 AKTIVNI 1830,1 1852,1 1868,1 1829,1 4x 458,2978 1829,1820 | H-VNLKDLLGKLGKVLAHL-NH, 89,3% 1829,1616 | H-VNIKDIIGKLGKVLAHL-NH,  1829,1614 | 17 |[Priloha 52 - 54
3x 610,7276
2X 915,5856

HUS5 42,0 AKTIVNI | 17430 17651 17811 1742,0 4x 436,5394 1742,1500 | H-LNVLGLLGKLGKVLAHV-NH, 11,0% 1742,1295| H-INVLGILGKLGKVLAHV-NH, 1742,1293 | 17 |Pfiloha 55- 57
3 581,7170
2X 872,0707

HU 6 42,4 AKTIVNi 1773,0 17951 18111 17720 4x 444,0420 1772,1600 | H-LNVLSLLGKLGKVLAHV-NH, 37,9% 1772,1401| H-INVLSILGKLGKVLAHV-NH, 1772,1401| 17 |Priloha 58 - 60
3X 591,7205
2x 887,0760

HU7 435 AKTIVNI 1803,1 18251 18411 1802,1 4x 4515356 1802,1350 | H-VNVLDVLAKVGKVLSHL-NH, 99,0% 1802,1143 | H-VNVLDVLAKVGKVLSHL-NH, 1802,1143 | 17 |Pfiloha 61 -63
3 601,7117
2X 902,0634

HU 8 49,4 AKTIVNI 1716,1 1738,0 17540 17151 33X 572,7012 1715,0990 | H-LNVLGVLGLLGKALSHL-NH, 90,1% 1715,0822 | H-INVLGVLGLLGKALSHL-NH, 1715,0822 | 17 |[Priloha 64 - 66
2X 858,5471

Patmelak ¢esky

BC 10 40,3 AKTIVNI 1904,2 1927,2 19432 1903,2 4x 476,8069 1903,2190 | H-LNVSALLEKLKKVLSHL-NH, 95,0% 1903,1983 | H-INVSAILEKLKKVLSHI-NH,  1903,1983 | 17 |[Priloha 67 - 69
3x 635,4068
2X 952,6049

BC 12 514 AKTIVNI 1767,1 1789,1 18051 1766,1 3x 589,7004 1766,0970 | H-FSVLSALGLLGKLLSHL-NH, 31,3% 1766,0819 | H-FSVLSAIGILGKLLSHL-NH,  1766,0819 | 17 |Pfiloha 70-72
2X 884,0465

BC 13 54,6 AKTIVNi 1763,2 17854 1801,3 1762,2 33X 588,3762 1762,1240 | H-LSLLSLLGTLGKVLSHL-NH, 21,1% 1762,1081| H-ISILSILGTLGKVLSHL-NH,  1762,1081 | 17 |[Pfiloha73-75
2X 882,0600
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5 DISKUZE

Vrozend imunitni obrana eukaryotnich 1 prokaryotnich bunék vyuziva
antimikrobialni peptidy jako primarni odpovéd’ proti infekcim. AMP z hmyzu maji
Siroky rozsah aktivity a zaroven nejsou cytotoxické. Vyznacluji se amfipatickym
charakterem a pocet AMK se pohybuje od 12 — 40 (cit. 6).

Velikost sekvenci ze zjisténych peptidu (Tabulka 4) se pohybuje od 16 do 19 AMK
ajejich amfipaticky charakter je znazornény pomoci tzv. Edmunsonovy kruhové
projekce v piiloze 76, v téchto helikalnich kolech je patrné rozdé€leni kruhu na polarni
anepolarni ¢ast (naznacuje jejich mozné antimikrobialni u¢inky) a také vyskyt 1 —5
lysinovych zbytkli obsazenych v sekvencich (zajiStujicich pii fyziologickém pH
kationicky charakter oa-helixu, diky kterému dochdzi k lepSimu navéazéani peptidu
na anionickou fosfolipidovou dvojvrstvu bunééné stény bakterialni bunky). Lysin se
vyskytuje v pozicich 9 a 12 v peptidech s amidovanym koncem a pro peptidy s volnym
karboxylem v pozicich 4, 5 a 9. Amidace C-konce peptidu také zpuisobuje zvySeni
kationicity (vede k lepsim antimikrobialnim u&inkdm).° V amidovanych peptidech je
patrny Castéjsi vyskyt valinu.

Porovnanim sekvenci zjisténych metodou "de novo" s metodou Edmanova
odbouravani (Tabulka 2) se ukazaly nevyhody sekvenace "de novo™ a to ve vétSim
poctu navrzenych sekvenci. Pro vzorky BH 7 a BY 9 nebyla navrZzena spravna
sekvence, ktera byla zjiSténa pomoci Edmanova odbouravéni. Jednd se o piehozeni
prvnich dvou aminokyselin. Metoda "de novo" je s mensi spotiebou vzorku daleko
rychlejsi a také ma veEtsi potencidl pii zapojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii v on-line modu nez Edmanovo odbouravani.

Vzijemnym srovnanim sekvenci ziskanych z jedovych extrakti rtiznych druht
¢melaku (Tabulka 4), byl pozorovan opakujici se trend v umisténi ur¢itych AMK
na stejnych pozicich v peptidech. Jako druha AMK se ¢asto vyskytuje N, sedma a
desata pozice je prevazné obsazena L/I, na pozici osm a jedenact se opakuje G a dale
pak na konci peptidu od pozice 14 to jsou LSHL.

Cmelaky lze taxonomicky zafadit do Fie Zivoéichli, podiie mnohobun&inych,
kmenu c¢lenovcl, podkmenu vzdu$nicovei, tfidy hmyzu, podtfidy kiidlatych, fadu

blanokiidlych, podiadu Stihlopasych, celedi véelovitych a rodu ¢melaka.®’
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Na obrazku 25 je zobrazen fylogeneticky strom rozdéleni ¢meldkti do podrodi
s vyznaCenymi zastupci. V tabulce 4 jsou jednotlivé méfené vzorky srovnavany
S jiz publikovanymi sekvencemi. Jedna se o pacmeldka ladniho (Metapsithyrus
campestris)®, ¢meldka polniho (Bombus pascuorum)®, ¢melaka zemniho (Bombus
terrestris)®, ¢meldka skalniho (Bombus lapidarius)® a ¢meldka pensylvanského
(Bombus pensylvanicus)?.

V podrodé¢ Psithyrus se vyskytuji dva zastupci, pa¢melak Cesky a ladni, z kazdého
byly ziskané tfi peptidy. Srovnanim jednotlivych sekvenci téchto dvou ¢melaku je
patrné, Ze sekvence BC 12 a BMC 11 se shoduji. V sekvenci peptidu BC 10 se na pozici
17 vyskytuje isoleucin, ¢imz se 1isi oproti sekvenci BMC 9, ve které je na stejné pozici
umistén leucin. U peptidu BC 13 je v sekvenci zafazen na pozici 3 isoleucin na rozdil
od sekvence BMC 12, ve které to je leucin.

Podrod Bombus obsahuje frakce BT 10 a BT 15 z ¢meldka zemniho, které jsou
totozné s jiz diive publikovanymi peptidy oznacenymi jako Peak 11 a Peak 12 (cit. 22).
V tomto podrodé se oproti ostatnim podrodiim ¢asto vyskytuje na pozici 13 methionin.

Dalsim podrodem je Pyrobombus. Odebrané frakce poskytly peptidy
s 18 aminokyselinovymi zbytky, kromé antimikrobidlné neaktivniho vzorku BR 6, ktery
ma 16 AMK.

Podrod Melanobombus obsahuje jednoho méteného zastupce a to ¢melaka skalniho.
Vzorek BU 7 je totozny s diive zjisténym Bombolitinem 7 (cit. 55). Také se u vsech
sekvenci opakuje od pozice 12 stejny konec peptida a to VALSHLK.

Nejvice zastupct zahrnuje podrod Thoracobombus, coz vede také k vétsi rozdilnosti
sekvenci. Tyto peptidy obsahuji 16 AMK a zvlastnosti, kterd se opakuje v tomto
podrod¢ na rozdil od ostatnich podrodd, je vyskyt kyseliny asparagové na paté pozici.

Ve vyslednych vzorcich ¢melakii jsou obsazeny 3 sekvence antimikrobidlné
neaktivnich peptidd, jedna se o BL 22, BR 6 a BH 8. Zatimco u podrodového rozdéleni
antimikrobialnich peptidt se pocet AMK neméni tak u neaktivnich peptidi je sekvence
zkracena o 1 — 2 AMK oproti ostatnim peptidim v daném podrodé.

Dale jsou v tabulce 4 pro srovnani uvedeny peptidy nalezené ve vzorcich vos, sr$int
a vcel. Tyto vzorky se od vzorkil ¢meldkt 1i8i rozdilnym poctem AMK, zvIasté u vcel,
ataké zatimco u ¢melakli se slozeni peptidii vesmes podoba, v ostatnich vzorcich

se Castéji vyskytuji i jiné AMK jako napiiklad W, P, R, E,QaT.
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Tabulka 3: Srovnani zji§ténych sekvenci. OranZové jsou ozna¢eny AMK na stejné
pozici u vétSiny vzorki, modie je vyznacena AMK valin a ¢ervené je vyznacen lysin.

frakce

BT 10
BT 15
BH 6
BH 7
BH7(2)
BH 8
BH 10
BY 9
BY 11
BR 6
BR7
BR 8
BL 13
BL 20
BL 22
BU 7
HU 3
HU 5
HU 6
HU 7
HU 8
BC 10
BC 12
BC 13
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H-
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H-
H-
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H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-
H-

Fylogeneticky strom ¢melaku

Mendacibombus

Bombias

Kallobombus
—] — Qrientalibombus

Subterraneobombus

Megabombus hortortm

—— Thoracobombus Mimilis, pascuorins, pennsylvanicus

— Psithyrus campestiis, bolemicus
Pyrobombus pratorum, ypmnorm

— Alpinobombus

—— Bombus terresiiis, lucorim
Alpigenobombiis
Melanobombus  lapidarius

— Sibiricobombus

—— Cullumanobombus

Obrazek 25: Fylogeneticky strom ¢melaki. Zakladem je rod bombus. Klasifikace byla provedena
podle podobnosti vysledkii z analyz sekvence genit DNA.>
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Tabulka 4: Srovnani sekvenci podle druhi ¢meliki. OranZzové jsou ozna¢eny AMK na stejné
pozici u vétSiny vzorki, modi‘e je vyznacena AMK valin a ¢ervené je vyznacen lysin. Pro srovnani
jsou uvedeny sekvence AMP vos, sriii a véel.

frakce 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1§ 17 18 19 20 21 2 23 2% 25 2
PSITHYRUS
BC10 H- 1N s A1 L et L S H 1 NH,
BC12 H- F s L S A 1 G I L L S H L NH,
BC13 H- 1 S 1 L s | L 6 T L L S H L NH,
Metapsithyrus
campestrs® BMC H- 1 N S A I L E l L L S H L NH,
BMC1l  H- F L S A 1 G I L S H L NH,
BMC12  H- I S LS I L 6 T L L S H L NH,
BOMBUS
BT10 H-foon L (L I 6 ML s H L N OH
BT15 H- L N | L G L L G I G T | OH
BL13 H- L N LI . ¢ (e M L S H L N OH
BL20 H- /L N I L G L L 6 I 6 T | OH
BL2 H- L N | L G L L 6 I 6 I LS H L oH
B. terrestris” Peak 7 H- . 'L G I I G I M L S H L N OH
Peck 8 H- LN L 1L ¢ I 6 M OH
Pekil  H- | L N L 1L 6 I G ML S H L N OH
Pkl2  H- L N I L G L L G I 6 T | OH
Pek3 H- L N I L G L L G I 6 I LS H L OH
PYROBOMBUS
BY9 H- I-Li L ol - v L s H L N OH
BY11 H- [N L rfL 6 T L G L I L S H L N OH
BR6 H- [N L L L 6 . 1’6 | A L S H OH
BR7 H- [N L L L 6 16 I A L S H L N oH
BRS H- 1 N L L6 1T 1 oL s H L Q OH
MELANOBOMBUS
BUT i L L ol L ¢ [ I L s H L N OH
B. lapidarivs™® Bomboliin6 H- L N L T Wi L G L G I L S H L N NH,
Bomboliin7  H- | L l L DI L G | I L S H L N NH,
Bomboliing H- | L L sl L ¢ L G I L S H L N NH,
MEGABOMBUS
BH6 H- |F N F FiL AR ¢ 1 A L s H L OH
BH7 H- F.F:LLG I G-ALSHLI OH
BH7(2) H- | F N F E L L G H G I A L S H L OH
BH8 H- [F N F FL oA G I A L S H L OH
BH10 H- LN I L L ¢ sfvia L s v LK OH
THORACOBOMBUS
HU3 ' D I I G G L A H L NH,
HUS H- 1 N G 1 L G G L A H NH,
HU6 H- 1 N s 1L G G L A H NH,
HU7 'R D L A G L S H L NH,
HUS H- 1 N G L G G L S H L NH,
B. pascuorum’ BP1 H- A N D I L G G L A H L NH,
BP2 H- 1 N Al L 6 G L oAln N NH,
BP3 'R D I L G A L A H NH,
BP4 H- 1 s s 1L G G L oAln N NH,
BPS H- 1 N G M L G L L G L S H L NH,
BP6 H- 1 N sl L ¢ L L o L S H L NH,
Megabombus
persyhanicus”  Bomboltin1  H- | T T M L A L L A H NH,
Bomboliin2 H- S T D I L A L L A H NH,
Bomboliin3 H- | M D I L A L L A H NH,
Bomboliin4  H- | I D 1L A L L G H NH,
Bomboliin5  H- | L G I L G L L L s H NH,
oy
Polistinae wasps™  PDD-A H- I N W I F N L - NH,
POD-B H- 1 N WL L G I L 6 A L NH,
MP H- 1 N WL L G M M S AL NH,
PMM H- 1N W ras oLl ¢ NH,
Polistes major mejor”® PMM 1 H- - R R P P G F T P F R NH,
vz H- 0 N WK A~ s 1 o eV LW~ ¢ NH,
PMM3  H- F L S A L L G M L N L NH,
Vespacrabro®  MasoparanC H- L N L AL LAl A NH,
Vespabesels”  Masoparan H- L [ L s 1 lls w oA NH,
Vespamandaring  MastoparanM H- | | N L A 1 A A L A NH,
Vespub bwisi®  Mastoparan H- | [N L AL A A L A NH,
Apis mellfera" MelitnAm H- |6 | G A L T T 6 P A L I S W I R R Q Q NH
Agis dorsata”? MeitnAd. H- 6 | G A 6 PIA L I s W/l R Q E NH,
Apis florea™ MeltnAf H- G | G A G PT L I S W I N R . Q NH,
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6 ZAVER

V této praci byly proméieny jedové extrakty rtiznych druhti ¢melakii ve snaze nalézt
antimikrobialné aktivni peptidy. Po izolaci peptidi ze vzorkt pomoci RP-HPLC byla
provedena analyza hmotnostni spektrometrii (MALDI a ESI) a MS/MS fragmentace
s naslednym vyhodnocenim dat sekvena¢ni metodou “de novo".

Zkoumano bylo 25 frakci z 8 druhii ¢melaka, z ¢ehoz byly 3 sekvence jiz diive
publikovany. Z ptvodnich 25 peptida jich 5 nevykazovalo antimikrobialni aktivitu.
Povedlo se charakterizovat 17 novych antimikrobialnich peptida.

Porovnanim zjisténych sekvenci (Tabulka 3) vyplyva opakujici se tendence
V umisténi stejnych aminokyselin na shodné pozice v peptidu, naptiklad G na 11,
Snal5 Hnal6alna7, 14 a 17 pozici.

Ve vzorku ¢meldka zahradniho byly nalezeny ¢tyii AMP, jsou to BH 6, BH 7,
BH 7(2) a BH 10. Dalsi AMP byly nalezeny v jedovém extraktu ¢meléka rokytového
oznatené jako BY 9 a BY 11. Cmeldk Iuéni poskytl sekvence dvou AMP
pojmenovanych BR7 a BR 8. Jeden AMP ziskany z ¢melaka hajového je BL 20.
Pét AMP bylo objeveno v extraktu ¢melaka promeénlivého a to HU 3, HU 5, HU 6,
HU7 a HUB8. Poslednim vzorkem byl pacmeldk cesky se tfemi sekvencemi

oznac¢enymi jako BC 10, BC 12 a BC 13.
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