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Antimikrobidlni peptidy jsou dilezitou soucasti
humoralni imunity zivo¢ichi. Vyskytuji se napfic
vSemi organismy véetné hmyzu. U této skupiny
zivo€ichl bylo také dosud izolovdno a popsano
nejvetsi mnozstvi antimikrobidlnich peptidi. Tato
prace se  zabyvd  z&kladni  charakteristikou
antimikrobidlnich peptidli, jejich rozdélenim a
mechanismem  pisobeni. Je  zaméfena  na
antimikrobialni peptidy véely medonosné (Apis
mellifera), jejichz zastupci (apidaecin la, abaecin,
jellein 1, jellein 1) jsou také testovani v praktické
Casti. Peptidy jsou testovany vuéi bakterialnim
kmentim Escherichia coli, Micrococcus luteus a take
Paenibacillus larvae, ktery zptsobuje onemocnéni
mor v¢eliho plodu. Pro testovani antimikrobialni
aktivity peptidi pomoci difuznich testi byl
optimalizovan zpisob kultivace, testovani vhodnych
médii i aplikace peptidd na bakterialni kultury. Byla
zjisténa citlivost bakteridlnich kment E. coli vuci
apidaecinu la. Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace apidaecinu Ia byla pouZita metoda méfeni
rustovych kiivek, diky které se podatilo stanovit
minimalni  inhibi¢ni  koncetraci 25  pg/ml
K testovanym kmenim E. coli. Diflzni testy
prokazaly, ze nékteré bakteridlni kmeny P. larvae a

M. luteus jsou citlivé vuci jelleinu I nebo jelleinu 11,
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avsak necitlivé k apidaecinu la a abaecinu. Pro
stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace jelleinu | a
II vaéi kmenim P. larvae je poticba dale
zoptimalizovat protokol kultivace v tekutém médiu.
Ziskané vysledky poukazuji na rozdilnou citlivost
jednotlivych bakteridlnich kment k antimikrobi&lnim
peptidim, avSak rozdily mohou byt zplsobeny i
pouzitym kultivaénim médiem nebo zplisobem
aplikace peptidu.
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Antimicrobial peptides are important part of humoral
immunity of the animals. They occur across all
organisms, including insect. In this group of animals
was also isolated and characterized the largest
amount of antimicrobial peptides. This thesis deals
with the basic characteristic of antimicrobial peptides,
their distribution into groups and mechanism of
action. The thesis is focused on the antimicrobial
peptides from honey bee (Apis mellifera), whose
representatives (apidaecin la, abaecin, jelleine I,
jelleine 1) are also tested in the practical part of this
thesis. The peptides are tested against the bacterial
strains of Escherichia coli, Micrococcus luteus and
also against Paenibacillus larvae, which is causative
agent of American foulbrood. Cultivation conditions,
use of suitable media and also application of the
peptides to the bacterial culture was optimized for the
testing by diffusion assay. The sensitivity of the
E. coli strains against apidaecin la was determinated.
Growth curves measuring method was applied to
determine the minimal inhibitory concentration of
apidaecin la against E. coli strains. Due to this
method minimal inhibitory  concetration  of
apidaecin la agaist E. coli strains was 25 pg/ml.

The results of diffusion tests showed that some of the
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P. larvae strains and M. luteus are sensitive against
jellein 1 or jellein I1, but these strains are not sensitive
against apidaecin la and abaecin. To determinate the
minimal inhibitory concentration of jellein 1 and
jellein 1l against P. larvae strains is further
optimalisation of cultivation in liquid medium
required. The gained results point to different
sensitivity of the bacterial strains to antimicrobial
peptides. Both various composition of cultivation
media and application of the peptides onto bacteria
culture could cause different sensitivity of bacterial
strains to antimicrobial peptides.
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Cile prace
Provést literarni reSerSi o vyznamu a funkci antimikrobidlnich peptidi se
zamétenim na vceli antimikrobialni peptidy.
Provést literarni resersi o véelich bakterialnich chorobach.
Optimalizovat protokol kultivace a testovani antimikrobialnich peptidi.
Otestovat antimikrobialni aktivity peptida apidaecinu la, abaecinu, jelleinu |1
a jelleinu Il in vitro na bakterialnich kulturach Escherichia coli, Micrococcus luteus
a Paenibacillus larvae.
Zpracovat ziskané vysledky a zhodnotit citlivosti testovanych bakterialnich kmenti

vuci antimikrobialnim peptidim.
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1 Uvod

Antimikrobialni peptidy jsou dulezitou soucasti humoralni imunity zivo€ichu. Tyto
latky dokazi inhibovat riist patogennich mikroorganismt v téle hostitele, coz vede
Kk jejich potencionalnimu vyuziti jako IéCiv vlidské 1 veterinarni medicing.
V soucasnosti pouzivana antibiotika jsou jiz k mnoha bakteridlnim kmentm rezistentni,
zatimco k vétsin¢ antimikrobialnich peptida si dokazalo vyvinout rezistenci jen velmi
malo bakterii. Toto zjisténi vede k dalSimu zkoumani aktivity téchto latek a jejich
ucinkd.

Veely, které patii mezi jeden z hospodaisky nejvyznaméjSich druhit hmyzu, jsou
ohroZovany bakterialnimi nemocemi, na néz dosud nebyla objevena Uc¢inna lécba. Tyto
nemoci, mezi které patii napiiklad mor vceliho plodu, ohrozuji vcelstva a mohou
zapficinit i jejich uhyn. Pouziti antibiotik pro 1é¢bu takovychto onemocnéni je v mnoha
zemich zaké&zano kvuli pronikani zbytka téchto latek do vcelich produktd. Pouziti
antimikrobidlnich peptidu, které jsou pifirozenou soucasti organismu vcéel, mize byt pro

1é¢bu téchto chorob daleko vyhodnéjsi.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AMP) jsou geneticky kddované a ribosomalné syntetizované
peptidy. Lze je charakterizovat na zakladé nékolika hlavnich rysi: kratky
aminokyselinovy fetézec (30-60 aminokyselin), pievazujici pozitivni naboj, tepelna
stabilita a zadny Gcinek vuéi eukaryotickym buiikam (Li et al., 2012). Antimikrobialni
peptidy produkuji prakticky vSechny organismy od prokaryot az po eukaryota. Jsou
povazovany za vysoce konzervované molekuly, které se u savcu efektivné zachovaly az

do soucasnosti (Li et al., 2012).

2.1.1 Historie vyzkumu antimikrobialnich peptidu

Prvni latku s antimikrobialni aktivitou popsal v roce 1922 Alexander Fleming, ktery
zpozoroval baktericidni a bakteriostatickou aktivitu v nosnim sekretu pacienta trpiciho
rymou. Tuto aktivitu pojmenoval jako lysozym, diky jeji schopnosti lyzovat bakterialni
kulturu na miskach (Nakasutji a Gallo, 2012). Tento objev a jeho nésledné pozorovani
pozdéji piivedly Fleminga k objevu prvniho antibiotika penicilinu.

Antimikrobialni peptidy pak byly v roce 1939 izolovany v prokaryotickych burkach.
René Dubos tyto antimikrobialni latky, pojmenované gramicidiny, izoloval z padni
bakterie Bacillus brevis. Gramicidin vykazoval baktericidni a bakteriostatickou aktivitu
vici Gram-pozitivnim bakteriim in vitro i in vivo (Dubos 1939a, 1939b). Gramicidiny
byly prvni AMP, jejichz primarni struktura byla charakterizovana (Nakasutji a Gallo,
2012).

Do historie vyzkumu AMP se vSak nejvice zapsal Hans Boman, ktery spoleéné se
svou skupinou Vv roce 1981 polozil zaklady pro studium vrozené imunity organismi se
snahou identifikovat strukturu vnitinich obrannych molekul hmyzu (Nakasutji a Gallo,
2012). Na zakladé jeho poznatkd byly v roce 1981 izolovany a charakterizovany dva
antimikrobialni peptidy z hemolymfy martinace (Hyalophora cecropia). Tyto peptidy
byly pojmenovany cecropin A a cecropin B (Steiner et al., 1981).

Od té doby bylo identifikovano velké mnozstvi AMP z rliznych zivo€iSnych druhd.
Dnes se pocet popsanych AMP odhaduje na vice jak 1500 zastupci AMP z raznych
organisma (Li et al., 2012).
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2.1.2 Déleni antimikrobialnich peptidia
Antimikrobidlni peptidy 1ze na zaklad€ primarni nebo sekundarni struktury rozd¢lit do

skupin (Obr. 1).

Struktura oi—helix |
Linedrn _| Struktura smyvéky ‘ Peptidy bohaté na Pro ‘
Peptidy bohaté na Gly
K ationicke AMP Rozvolnéna struktura
Peptidy bohaté na His ‘
Cyldicke 4‘ Struktura [-listu ‘ { Peptidy bohate na Trp ‘
/ Linearni Peptidy se strukturou o—helix
Anionické AMP
\ Cyklické Defensimim podobné peptidy
Aromaticke
dipeptidy

Derivaty proteimi
varici koyslik

Obr. 1 Schéma rozdéleni antimikrobialnich peptidi (upraveno dle Andreu a Rivas, 1998;
Powers a Hancock, 2003).

2.1.3 Kationické antimikrobialni peptidy
Kationické AMP patii mezi nejpocetnéj$i skupinu. Tyto peptidy také vykazuji
mnohonasobné vyssi antimikrobialni aktivitu nez ostatni druhy (Vizioli a Salzet, 2002).
Peptidy pattici do této skupiny jsou definovany jako peptidy s aminokyselinovym
fetézcem pod 50 aminokyselin a pfevazujicim kladnym nabojem danym piitomnosti
lysinu a argininu v primarni struktufe peptidii. Antimikrobidlni aktivita téchto druht
byla prokazana vici Gram-pozitivnim (G+) i Gram-negativnim (G-) bakteriim, houbam
a prvokim (Powers a Hancock, 2003). Vice nez polovina peptidi z této skupiny byla
izolovana z hmyzu (Vizioli a Salzet, 2002).

Z hlediska prostorového uspofadani jejich molekul tyto AMP tvofi: a-helix, B-
skladany list, smy¢ku a rozvolnéné peptidy. Nejcastéji se peptidy vyskytuji ve struktuie
a-helix, B- skladany list (Hancock a Lehrer, 1998).
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Peptidy s a-helik&lni strukturou mohou v centru molekuly obsahovat patrny ohyb, v
némz jsou piritomny aminokyseliny prolin a glycin. Peptid tedy netvofi jednolitou a-
helix, ale spiSe strukturu o-helix-smyc¢ka-a-helix. Pocet prolini muze ovlivnit
hemolytickou i antimikrobidlni aktivitu peptidu (Zhang et al., 1999). Pro strukturu p-
listu jsou typické disulfidové mistky, které stabilizuji molekulu. Stabilita peptidu je
dilezita pro jeho interakci s membranou, pfi niz dochazi k ohybu molekuly (Powers a
Hancock, 2003). Charakteristicka smyc¢kova struktura je u peptida se strukturou smycky
dana ptitomnosti jednoduché vazby (disulfidové, amidova, isopeptidova). Peptidy, jez
se fadi mezi ty s rozvolnénou strukturou, zpravidla postradaji sekundarni strukturu
v disledku vysokého zastoupeni glycinu ¢i prolinu (peptidy izolované z hmyzu) nebo
tryptofanu a histidinu (peptidy izolované ze savcti). Jejich finalni struktura je tvofena
pomoci vodikovych vazeb a van der Waalsovych interakci s membranovymi lipidy,
namisto intramolekularnich vodikovych vazeb (Powers a Hancock, 2003; Vizioli a
Salzet, 2002).

2.1.4 Anionické peptidy

Anionické peptidy piedstavuji dalsi skupinu antimikrobialnich peptidi. Tyto AMP tvofi
pomérné malou skupinu. Prvnimi charakterizovanymi anionickymi AMP byly
povrchove aktivni peptidy izolované z plicni tkané ovei (Brodgen, 1992). Tyto peptidy
maji zaporny nédboj diky pfitomnosti asparagove nebo glutamové kyseliny ve struktuie
peptidu (Laverty et al., 2011). Vykazuji antimikrobialni aktivitu vic¢i G+ bakteriim, ale
i vucéi G- bakteriim a houbam.

Do této skupiny patii peptidy enkelytin, dermicidin a maximin 5, majici a-helikalni
strukturu (Stefano et al., 1998; Schittek et al., 2001; Lai et al., 2002). Izolovany také
byly anionické defensinim podobné peptidy z bource morusového (Bombyx mori) (Wen
et al., 2009) a z lesknice bavinikové (Spodoptera litoralis) (Seufi et al., 2011).

2.1.5 Aromatickeé dipeptidy

Aromatické dipeptidy jsou antibakterialni slou¢eniny o malé molekulové hmotnosti
izolované z larev adu dvouk#idlych (Diptera). Nejznamé&j$im zastupcem této skupiny je
N-B-alanyl-5-S-glutathionyl-3,4-dihydroxyfenylalanin (5-S-GAD), ktery je zkouman
pfedev§im pro svou protinadorovou aktivitu a schopnost potlaceni angiogeneze.
Mechanismus G¢inku téchto peptidi neni jesté znam (Akiyama et al., 2000; Nishikawa
et al., 2006).
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2.1.6 Derivaty proteint vazici kyslik

Jako prvni zastupci této skupiny byly izolovany hemocyaninové derivaty z hemolymfy
¢lenovct a krouzkovcl. V hemolymf€ klistat byla také pozorovana podobna molekula,
V podobé rozstipané formy hemoglobinu obratlovct, ktera byla produkovéna parazitem
po poziti krevni moucky. Tyto proteiny byly popsany jako baktericidni slozky a mohly
by byt povazovany za rezervni obranné molekuly v boji s patogeny (Fogaga et al., 1999;

Destoumieux-Garzon et al., 2001).

Baktericidni aktivita anionickych AMP, aromatickych dipeptidi a kyslik vazicich
proteinovych derivatd je v porovnani s kationickymi peptidy slaba. Mechanismus
ucinku téchto molekul mize byt odlisny od kationickych peptida a ostatnich antibiotik.
Tyto molekuly mohou dopliiovat aktivitu jinych sloucenin a ptfedstavovat tak uzite¢ny

zaklad pro vyvoj novych syntetickych derivata (Vizioli a Salzet, 2002).
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2.2 Antimikrobialni peptidy hmyzu

Bezobratli nemaji na rozdil od obratlovct vyvinutou adaptivni (ziskanou) imunitu, ktera
se vyznacuje tvorbou specifickych protilatek a imunologickou paméti. Jejich imunitni
systém je zalozen na vngjsi fyzikalni bariéfe (napt. kutikula, slizova vrstva, sténa stfeva)
a rychlych a nespecifickych reakcich vrozené imunity.

Efektivné vyvinuty systém vrozené imunity je sloZzen z nékolika hlavnich slozek,
mezi néz patii aglutininy, lysiny, fenoloxidasova kaskada a antimikrobialni peptidy
(AMP). AMP hmyzu jsou syntetizovany piedevs§im V tukovém télisku (ekvivalent
lidskych jater), ale i v hemocytech, kutikularnich burikach, ve stfevech, slinnych Zlazach
a reprodukénim Ustroji jako systematicka odpoveéd’ proti patogenim (Vilmos a Kurucz,
1998). Exprimované peptidy jsou poté sekretovany do hemolymfy (Li et al., 2012).

Nékteré z hmyzich peptidi mohou byt exprimovany ve formé& proteinovych
prekurzort, které obsahuji jak sekvenci pro dany peptid, tak i dalsi AK na N-konci a
C-konci peptidové sekvence. Tyto ,,piebyvajici aminokyselinové sekvence jsou poté
Vv tomto procesu je dipeptidyl aminopeptidasa, ktera postupné odstépuje dany peptid
z prekurzorové sekvence. Funkce dipeptidyl aminopeptidasy byla v tomto kontextu
popsana u melittinu, ktery je odvozen z prekurzoru promelittinu (Kreil et al., 1980).
Exprese aktivnich peptidi z proteinovych prekurzorii je obvykle zahajena az po
napadeni organismu bakteridlnim patogenem. Exprese peptidi ve formé neaktivnich
prekurzort je typickd napt. pro apidaeciny, cecropin, ¢i jiz vySe zminovany melittin
(Casteels-Josson et al., 1993; Dickinson et al., 1988; Kreil et al., 1980). Existuji vSak i
ptipady, kdy je peptid syntetizovan ptimo bez prekurzoru. Pfikladem takového peptidu
je diptericin, izolovany z masatky rodu Phormia (Reichhart et al., 1992).

Do dnesni doby bylo u hmyzu identifikovano vice nez 200 AMP, které jsou
rozdéleny do péti skupin dle jejich aminokyselinové sekvence a antibakterilni aktivity:
cecropiny, hmyzi defensiny, peptidy bohaté na glycin a peptidy bohaté na prolin
(Li et al., 2012).
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2.2.1 Cecropiny

Cecropiny (cecropin A a cecropin B) patii mezi prvni AMP, které byly uspésné
izolovany a charakterizovany (Brey a Hultmark, 1998). Nasledn¢ byly identifikovany
dalsi cecropiny zrozliénych hmyzich druhd, patficich zejména do fadu motyll
(Lepidoptera) a dvouktidlych (Diptera) (Brey a Hultmark, 1998). Cecropiny
jsou si strukturné velmi podobné. Tyto peptidy neobsahuji ve své struktufe cystein a
celkové jsou slozeny ze sekvence 35-39 aminokyselin (AK) (Li et al., 2012). Hmyzi
cecropiny vytvareji dva linearni fetézce o-helix, které jsou vzajemné propojeny Ala-
Gly-Pro pantem (Steiner, 1982; Holak et al., 1988). Vyznacuji se siln¢ bazickou N-
terminalni sekvenci a silné hydrofobnim tsekem v C-termindlni ¢asti (Steiner et al.,

1981).

2.2.2 Hmyzi defensiny

Antimikrobidlni latky zvané defensiny byly nalezeny u savci, hmyzu i rostlin. Pro
vSechny defensiny je typicky zvySeny obsah AK cysteinu ve struktufe peptidu a tvorba
3-4 disulfidovych mustka (Li et al., 2012). Prvni hmyzi defensin byl sapecin izolovany
z larvy masaiky rodu Sarcophaga (Sarcophaga peregrina) (Matsuyama a Natori, 1988).
Ve stejné dob¢ dochazi také k objevu diptericinti, izolovanych skupinou védci v cele
s Jeanem Lambertem, kteti také zaroven navrhli nazev hmyzi defensiny diky podobné
antimikrobialni aktivité a strukturnim podobnostem diptericind se sav¢imi defensiny
(Lambert et al., 1988). Hmyzi defensiny jsou tvoieny sekvenci 36-51 AK a obsahuji
Sest konzervovanych cysteinovych rezidui, podilejicich se na tvorbé ti disulfidovych
mustkll ve struktufe peptidd. Struktura je tvofena a-helix smyckou a dvéma
antiparalelnimi p-skladanymi listy, které jsou stabilizovany jiz vySe zminénymi
disulfidovymi mustky (Otvos, 2000a; Klaudiny et al., 2005). Ve struktuie téchto
peptidl se hojné vyskytuji arginin a lysin, coz vede k silnému kladnému naboji téchto
peptidi (Otvos, 2000a). Hmyzi defensiny vykazuji antimikrobialni aktivitu ptedevs$im
viaci G+ bakteriim, silna antimikrobialni aktivita se také objevuje vuéi nékterym
G- bakteriim, kvasinkam, houbam a prvokim (Li et al., 2012). Do skupiny defensint
patii i royalisin izolovany z matefi kaSicky v¢ely medonosné (Apis mellifera) (Fujiwara
et al., 1990).

2.2.3 Peptidy bohaté na glycin
Skupina téchto peptidi se vyznacuje napadné zvySenym obsahem glycinovych rezidui

Vv jejich struktufe. ZvySeny obsah glycinovych rezidui méa velky vliv na terciarni
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strukturu té€chto peptidi a na jejich mechanismus ucinku (Li et al., 2012).
Antimikrobialni aktivita téchto peptidd je vysoka predevsim vuc¢i G- bakteriim (Otvos,
2000a). Nejznaméjsimi zastupci jsou attaciny (Hultmark et al., 1983), sacrotoxiny
(Natori, 1977), dipetriciny (Dimarcq et al., 1988) objevené u zastupct fadi motyld a
dvoukiidlych a peptid hymenoptaecin izolovany z véely medonosné (Casteels et al.,
1993).

2.2.4 Peptidy bohaté na prolin

Tyto kationické peptidy obsahuji ve své struktufe zvySeny obsah prolinovych residui.
Jsou si napadné podobné strukturné i ve slozeni aminokyselinové sekvence
(Otvos, 2002). Vytvaieji rozvolnéné molekuly slozené z 14-59 AK. V jejich struktufe se
Casto objevuji triplety a dublety prolinu s bazickymi aminokyselinami argininem a
histidinem (Pro-Arg-Pro; Pro-His-Pro) (Bulet a Stdcklin, 2005). Jejich antimikrobialni
aktivita je nejvys§i vac¢i G- bakteridlnim kmenim a je napadné vyssi u
O-glykosylovanych peptidi (Brey a Hultmark, 1998). Mezi nejvyznamngjsi zastupce
této skupiny patii apidaeciny (Casteels et al., 1993) a abaeciny (Casteels et al., 1990,
Yoshiyama a Kimura, 2010) izolované z v¢ely medonosné, drosocin izolovany
z octomilky obecné (Drosophila melanogaster) (Bulet et al., 1993) a pyrrhocoricin
(Cociancich et al., 1994) a metalnikowin (Chernysh et al., 1995) izolované z fadu

broukd (Coleoptera).
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2.3 Mechanismus uc¢inku kationickych antimikrobialnich peptidi

Mechanismus ptusobeni AMP je zaloZen na priiniku peptidii bunécnou sténou bakterii a
jejich néslednou interakci s cytoplazmatickou membranou (CM). Po interakci peptidi s
cytoplazmatickou membrénou dochazi k bunétné smrti, kterd je zpusobena bud’
naruSenim CM a ztratou bunécéného obsahu, nebo interakci peptidi uvniti bunky

S vnitrobuné¢nymi cili.

2.3.1 Prinik peptidu bakterialni sténou

Pranik bakterialni sténou je nejlépe prostudovan u G- bakterii. Tyto bakterie obsahuji ve
své bunééné sténé vrstvu lipopolysacharidi (LPS), ktera vytvaii vnéjsi bakterialni
membranu. Vrstva LPS udava vnéj$i membrané zaporny naboj. Kladny naboj peptidu
pak interaguje se zaporné nabitou vrstvou LPS, coz vede bud’ k neutralizaci néboje a
vytvofeni trhliny, prostiednictvim které peptid pronikd bunéfnou sténou, nebo

k navazani do vazebného mista dvojmocnych kationtti na LPS a naruSeni buné¢né stény

(Obr. 2) (Hancock a Chapple, 1999).

Bunétna
sténa bakterie

Cytoplazmaticka | JI
membrana

Obr. 2: Prinik peptidd sténou G- bakterii. Interakce peptidu s bunécnou sténou vedouci
K neutralizaci a pruniku peptidu vytvofenou trhlinou (A), nebo navazani peptidu do vazebného
mista dvojmocnych kationtti na LPS a naru$eni bunééné stény (B) (upraveno dle Hancock a
Chapple, 1999).
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Kationické peptidy se mohou navazat do vazebného mista dvojmocnych bézné
piitomnych kationti (Mg?*, Ca®") diky vy3si afinité k LPS. Tyto kationty jsou peptidy
vytlaCeny smérem ven od negativné nabité vrstvy LPS, coz vede k lokdlnimu naruseni
bunééné stény (Hancock a Chapple, 1999). Cely proces pronikani peptidu bakterialni
sténou je oznacovano jako self-promoted uptake (vneseni do builkky podporované

samotnym peptidem) (Hancock, 1997).

2.3.2 PribliZeni peptidu k bunééné membrané

Vzhledem k tomu, Ze pisobeni peptidu ma ochranit hostitele pfed bakteridlnimi
infekcemi, je dilezité selektivni ptisobeni peptidu na membranu patogent (bakterialni
cytoplazmatickou membranu). RozliSeni mezi eukaryotni a bakterialni membranou
umoziuji rozdily v jejich struktufe, slozeni a transmembranovém potenciélu
(Neubauerova et al., 2009).

Vsechny bunécné biologické membrany jsou tvoteny fosfolipidovou dvojvrstvou,
ktera se vyznaCuje amfipatickym charakterem, jez je zptsoben hydrofobnimi a
hydrofilnimi vrstvami membrany. V membranach vys§ich zivocicha se vyskytuji kromeé
fosfolipidove dvojvrstvy také amfoterni ionty fosfatidylethanolaminu, fosfatidylcholinu,
sfingomyelinu a molekuly cholesterolu, které udavaji této membrané neutralni naboj. U
bakterialnich membran se vSak vyskytuji hydroxylované fosfolipidy fosfatidylglycerol,
fosfatidylserin a kardiolipin, které spole¢né se slou¢eninami z bunééné stény bakterii
(napt. glykolipidy, glykoproteiny) udrzuji zédporny naboj bakterialni CM (Yeaman a
Yount, 2003). Zaporny naboj bakterialni CM vyvolava elektrostatickou interakci
s kladn¢ nabitym peptidem a dochazi tak K ptiblizovani peptidu k membrang. Tento
efekt je jesté zesilen pusobenim membranového potenciélu, ktery vznika nabojovou
asymetrii, zptsobenou rozdilnou distribuci jednotlivych molekul na obou stranach

membrany (Neubauerova et al., 2009).

2.3.3 Peptidy s mechanismem u¢inku narusujicim cytoplazmatickou membranu

Interakce peptidu s CM ve vétsing piipadd zpusobuje naruseni ¢i rozklad membrany.
Naruseni celistvosti membrany vytvofenim novych iontové selektivnich kanali
Zpusobuje zmény v transmembrdnovém potencialu, coz vede az ke ztraté energetické
funkce biomembrany. V¢EtSi rozsah poSkozeni membrany pak vede k uniku Zivotné
dilezitych latek z vnitiniho prostoru buniky a zplsobuje tak bunénou smrt

(Neubauerova et al., 2009).
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Mezi nejznaméjs$i modely S timto mechanismem Ucinku patii: model sudové skruze,

kobercovy model, model toroidniho péru a model micelarnich agregata (Li et al., 2012).

2.3.3.1 Model sudové skruze (barrel-stave model)
Nejprve dochazi k hromadéni peptidi na bakteridlnim povrchu, kde peptidy ve formé
monomerd vytvaieji kruhové utvary. Po navazani na bunéCnou sténu Se peptidy
orientuji paraleln¢ k lipidové dvojvrstvé. Poté dochdzi ke zméné jejich orientace a
vsunuti peptidti kolmo mezi hydrofobni a hydrofilni ¢ast membrany, kde utvofi por
podobajici se sudu (barrel) (Oren a Shai, 1998; Brodgen, 2005). Okraj poru je tvoten
a-helik&Inimi peptidy. Béhem vsunovani peptidi do membrany se hydrofobni konce
peptidt orientuji smérem k lipidové vrstvé a hydrofilni konce vytvareji vnitini prostor
poru (Obr. 3) (Cézard et al., 2011).

Postupnym zacleniovanim dalSich peptidi do membrany dochazi k rozSifovani
vytvofeného péru. Pfi tomto mechanismu u¢inku nedochazi k deformaci ani ohnuti
buné¢né membrany, ale peptidy se zaclefuji pfimo do membrany (Cézard et al., 2011,

Brodgen, 2005).

Obr. 3: Mechanismus G&inku AMP pomoci modelu sudové skruze. Cervend jsou vyznadeny
hydrofilni konce peptidu, modie konce hydrofobni (pfevzato z Brodgen, 2005).
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2.3.3.2 Kobercovy model (carpet model)
U kobercového modelu dochazi, na rozdil od mechanismu sudové skruze, ke shlukovani
peptidi (tvorbé agregat) na povrchu membrany. V piipadé tohoto modelu si peptidy
zachovavaji i paralelni orientaci vuci povrchu membrany. Hydrofobni strana peptidu je
vazéna k povrchu membrany, zatimco hydrofilni ¢ast je orientovana na vné&jsi stranu.
Klastry peptidi vytvareji kobercovou vrstvu na povrchu membrany a po dosazeni
kritické koncentrace peptidi dochazi k oslabeni membrany. Na takto oslabenou
membranu plsobi peptidy stejnym zpiisobem jako detergenty, coz vede k rozvolnéni
membrany na micely a usnadnéni jejiho rozpusténi (Obr. 4) (Oren a Shai, 1998;
Brodgen, 2005).

V pfipadé tohoto mechanismu nedochdzi k vélenéni peptidi do membrany ani
K tvorbé port. Aby byl tento mechanismus Uéinny, je zapotiebi vysoka koncentrace

peptidd, ktera zahrne cely povrch membrany (Cézard et al., 2011)

i
LRI

JTnJ

?

Obr. 4: Kobercovy model mechanismu uéinku. Cerven& jsou vyznageny hydrofilni konce
peptidu, modie konce hydrofobni (pievzato z Brodgen, 2005).
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2.3.3.3 Model toroidniho poru (toroidal pore mode)
Peptidy se shlukuji na povrchu membrany a zaélenuji se do ni. Toto postupné
zaClenovani peptidi do membrany vede Kk jejimu ohybani a deformaci. Pii interakci
s membranou peptidy zaujimaji a-helikdlni konformaci a orientuji se paralelné
s membranou tak, ze hydrofobni ¢ast peptida interaguje s lipidovou vrstvou a hydrofilni
¢ast peptidii tvofi vnitini prostor péru. Pii formovani toroidniho poru se polarni ¢ést
peptidu spojuje s polarni skupinou lipidd. Lipidy se odklanéji od rovnob&zné vrstvy a
spojuji se s vedlejsimi fosfolipidy. To vede k permanentnimu ohybu membrany (Obr. 5)
(Brodgen, 2005). Hlavnim rozdilem mezi mechanismem sudové skruze a toroidnim
modelem je, Zze vznikajici pér je tvoren peptidy i membranovymi lipidy (Yang
et al., 2001). Nedavno bylo také prokéazano, ze vzajemné pusobeni lipidu a peptidu je
dulezité pro tvorbu poru. Peptid totiz zplisobuje zakiiveni membrany a lipidova ¢ast
reguluje konformaci peptidu (Bozelli Jr et al., 2012).

Existuje také neusporadany model toroidniho péru (disordered toroidal pore model),
kdy je utvéteni poru vice ndhodné a k samotné tvorbé poru je zapotiebi méné peptidd,
jeden ¢i dva peptidy jsou zanotfené uvnitt pofu a zbytek peptidi je situovan kolem usti

poru (Nguyen et al., 2011).

2.3.3.4 Model micelarnich agregati (aggregate channel model)
Model micelarnich agregatli nemusi byt nutn€ fazen do skupiny peptidi, které narusuji
bunéénou membranu. Principem tohoto modelu je shlukovani peptida s fosfolipidovymi
ionty do specialnich nestrukturovatelnych micelarnich agregati, které poskytuji kanaly
pro unik iontd 1 vétSich molekul skrze membranu (Hancock a Chapple, 1999;
Teixeira, et al., 2012). Destabilizaci membrany a usnadnéni pfistupu peptidu
k membrang zajist'uje posun dvojmocnych kationti (Ca?*, Mg®*) smérem od LPS. Toto
zvySeni propustnosti membrany nemusi byt tak velké, aby vedlo k jejimu naruSeni a
bunééné smrti (Li et al., 2012).

Tento model se od ostatnich odliSuje kratkou zivotnosti transmembranovych klastri,
které umoziuji peptidim pfechodné proniknout pifes membranu, aniz by zplsobily jeji
depolarizaci a naruSeni. Jakmile se peptid dostane dovnitf buiiky, mlZe proniknout

K intracelularnim ciltim, jakymi jsou napt. DNA, RNA (Hancock a Chapple, 1999).
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Kationické peptidy maji po prekonani membrany tendence interagovat s DNA, RNA
nebo s intracelularnimi proteiny. Mohou zpuisobovat i inhibici syntézy téchto latek
(Powers a Hancock, 2003). Na nukleové kyseliny se vaze napiiklad a-helikalni peptid
buforin 11 nebo peptid s B-strukturou tachyplesin (Park et al., 1998; Yonezawa et al.,
1992). Peptidy pleurocidin a dermaseptin (a-helikalni peptidy), indolicidin (peptidy
bohaté na Pro) inhibuji syntézu DNA, RNA a proteint (Patrzykat et al., 2002;
Subbalakshmi a Sitaram, 1998).

Kratké peptidy ze skupiny peptidd bohatych na Pro — pyrrhocoricin, drosocin a
abaecin se specificky vazou na bakterialni chaperon DnaK (analog eukaryotniho Hsp70)
a nespecificky na chaperonin GroEL (analog eukaryotniho Hsp60). DnaK a GroEL se

uplatiiuji pfi posttransla¢nich modifikacich proteint (Otvos, 2000b).
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2.4 Rezistence vici antimikrobidlnim peptidim

Vyvinout rezistenci vi¢i AMP neni pro patogeny snadné, predevsSim kvili
nespecifickym mechanismiim uc¢inku a také diky tendenci AMP reagovat se zaporné
nabitymi membranami bakterii. Piesto se u bakterii vyvinuly mechanismy rezistence,
které cili na kli¢ové kroky u¢inku AMP (Teixera et al., 2012, Cézard et al., 2011).

NejefektivnéjsSim obrannym systémem vici AMP a jinym patogeniim je pifitomnost
kapsularnich polysacharidi ¢i glykokalyxu. Tento vné&jsi ochranny obal nékterych
bakterii je zaporné nabity a vaze tak kladné nabité peptidy jesté pted jejich interakci
s membrénou (Yount et al., 2006).

Upevnéni peptidu na membranu miZze byt znemoznéno snizenim negativniho néboje
membrany. Membrany bakterii, které vykazuji rezistenci vi¢ci AMP (rody Morganella,
Serratia), maji nizky anionicky charakter. To se ukazalo jako nejjednodussi zpusob, jak
zabranit upevnéni peptidu na membranu. Nékteré bakterie si tedy vyvinuly mechanismy
pro rychlou redukci zaporného naboje membrany (Peschel a Sahl, 2006). Tyto
mechanismy spocivaji v modifikaci kyseliny teichoové (soucast peptidoglykanu) nebo
lipidu A (Cast LPS) a jsou kodovany mnozstvim rtiznych gent.

Dalsi ochranou mize byt produkce proteas, které ni¢i peptidy s vysokym kladnym
nabojem. Tyto enzymy jsou méné Géinné vuéi peptidim se strukturou B-listu, jejichz
disulfidové mustky tvofi pravdépodobné stérickou zabranu pro tyto enzymy (Devine
etal., 1999; Teixera et al., 2012). Pifikladem miiZe byt §tépeni a nasledna inaktivace
cathelicidinu LL-37 pomoci metaloproteinasy aureolysinu, kterou produkuje bakterie
Staphylococcus aureus (Sieprawska-Lupa et al., 2004).

Také zména v propustnosti membrany je jednim z dalezitych faktort pii zvySovani
bakterialni rezistence. G- bakteric mohou zvysit hydrofobni interakce v jejich vné&jsi
membrané. To vede ke SniZzovani propustnosti membrany a naslednému poklesu
ucéinnosti peptidi (Pozo Navas et al., 2005).

Z mikroorganismu si dosud dokézaly vyvinout rezistenci vi¢i AMP jenom nékteré
bakterie a to 1 pfesto, ze jako soucast vnitini imunity Zivo€ichll existuji AMP jiz
dlouhou dobu. Tento fakt svéd¢i o tom, ze vyvinout G€inny mechanismus vuc¢i AMP
neni vubec jednoduché ani pro takto adaptabilni a odolné mikroorganismy
(Cézard et al., 2011).
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2.5 Antimikrobialni peptidy véely medonosné

U vcely medonosné bylo dosud popsano n¢kolik skupin AMP. Mezi tyto skupiny patii
apidaeciny, abaecin, defensiny, hymenoptaecin a dale skupina jelleini (Cateels-Josson
et al.,, 1993, Fontana et al.,, 2004). Pro testovani antimikrobiélni aktivity v této
bakalarské praci byly vybrany peptidy apidaecin la (API la), abaecin (ABA), jellein |
(JEL 1) ajellein 11 (JEL 11).

2.5.1 Apidaeciny

Casteels et al. (1989) poprvé popsali tuto skupinu peptidi a izolovali apidaeciny
Z hemolymfy imunizovanych vcel. Tyto peptidy patii do skupiny peptidii bohatych na
prolin a tvoii nejvétsi podskupinu na prolin bohatych peptidi. Izolovano bylo 16
pfirozené se vyskytujicich isoforem u ¢melaki (Bombus), vos (Vespula) (Casteels a
Tempst, 1994) a dalsich zastupct fadu blanoktidlych (Hymenoptera). Tyto isoformy
jsou slozeny z 16-20 AK. Na C-konci obsahuji vysoce konzervovanou c¢ast osmi
AK - PRPPHPR(I/L). N-koncova c¢ast peptidu je volna a muize zde dochazet ke
zménam. Zmény v konzervované c¢asti na C-konci vedou ke ztraté antimikrobidlni
aktivity. Zmény v N-koncové ¢asti peptidu zptisobuji rozdily v aktivité téchto peptidd,
ale nedochazi k Uplné ztrat¢ antimikrobialni aktivity (Casteels et al., 1994; Li et al.,
2006).

Apidaecin izolovany ze v¢ely medonosné (Apis mellifera) je slozen ze sekvence 18
AK. Aminokyselinova sekvence tohoto peptidu je GNNRP(V/I)YIPQPRPPHPR(I/L).
Apidaeciny se u vcel vyskytuji ve 4 isoforméch la, Ib, Il alll (Tab. 1). SloZeni
jednotlivych isoforem se 1isi zaménou 6. AK na N-konci valinu za isoleucin (isoformy
I, a III), nebo zaménou koncové AK isoleucinu za leucin (isoforma Ia) (Casteels et al.,
1989). Isoforma Il mé nahrazenou 9. AK prolin za serin. Tato isoforma dosud nebyla
jako jedina detekovana, jeji existence je zatim pouze piedpokladana na zakladé analyzy
cDNA (Li et al., 2006).

Apidaeciny jsou v organismu syntetizovany jako odpovéd na bakterialni infekci.
Jejich syntéza probihd zjedné prekurzorové molekuly. Byly vyizolovany a
sekvencovany 3 isoformy mRNA apidaecint: Apidaecin typ 73 (Q06602, UniprotKB),
typ 22 (P35581, UniprotKB) a typ 14 (Q06601, UniprotKB). Kazda mRNA molekula
koduje v rizném zastoupeni a V raznych kopiich isoformy aktivnich peptidd.

(Casteels-Josson et al., 1993).
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Tab. 1: Jednotlivé isoformy apidaecinu vyskytujici se u vcely medonosné (upraveno dle
Li et al., 2006). Tuéné vyznaceny odlisnosti v aminokyselinové sekvenci.

Isoforma Peptidové sekvence
la GNNRPVYIPQPRPPHPRI
Ib GNNRPVYIPQPRPPHPRL
1 GNNRPIYIPQPRPPHPRL
" GNNRPVYISQPRPPHPRL

Aktivita téchto peptidi je vysokd vici G- bakteriim. Tyto peptidy neplisobi
antimikrobialné vaci kvasinkdm a houbam. Apidaeciny nenarusuji cytoplasmatickou
membranu G- bakterii, ale ptisobi intracelularné navazanim na bakterialni chaperon
DnaK a chaperonin GroEL (Casteels a Tempst, 1994; Otvos, 2000b). Chemicky
syntetizované apidaeciny maji stejnou aktivitu jako jejich pfirodni analoga (Casteels

etal., 1989).

2.5.2 Abaecin

Abaecin, antimikrobidlni peptid pattici do skupiny peptidd bohatych na prolin, byl
poprvé izolovan a charakterizovan v roce 1990 (Casteels et al.). Aminokyselinova
sekvence tohoto peptidu je YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY. Celkovy
pocet AK v této sekvenci je 34. Nekteré ¢asti sekvence nachazejici se u abaecinu jsou
podobné apidaeciniim a diptericiniim, ale diky fyziologickym rozdilim je tento peptid
klasifikovan zvlast, mimo tyto dvé skupiny peptida (Casteels et al., 1990). Syntéza
abaecinu probiha z jedné prekurzorové molekuly. Pro ziskani aktivniho peptidu musi
dojit k odstranéni sekvence 19 AK, kterd se nachazi pfed aktivnim peptidem
(Casteels-Josson et al., 1994). Abaecin je aktivni vaci G- i G+ bakteriim. Jeho aktivita

vici G- bakteriim je vSak niz§i nez u apidaecinu.

2.5.3 Jelleiny

Tato skupina peptidii byla poprvé izolovana z mateii kasicky afrikanizovanych véel
(Apis mellifera scutelata). Izolovany byly 4 druhy jelleint, které se nazyvaji jellein I-1V
(Tab. 2). Tyto peptidy se skladaji ze sekvence 8-9 AK. Odlisuji se od sebe zménami
v AK sekvenci. Jellein | neobsahuje na rozdil od jelleinu Il na N-konci threonin, jellein
Il obsahuje jako posledni AK na N-konci kyselinu glutamovou. Jellein IV neméa na

rozdil od ostatnich jelleinti na C-konci leucin.
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Tab. 2: Formy jelleinti vyskytujici se v matefi kaSi¢ce vcel. Tu¢né vyznaceny odli$nosti
v aminokyselinové sekvenci (upraveno dle Fontana et al., 2004).

Peptid Peptidové sekvence
Jellein | PFKISIHL
Jellein I TPFKISIHL
Jellein 111 EPKISIHL
Jellein IV TPFKISIH

Tyto zmény ve struktute maji velky podil na antimikrobidlni aktivitu téchto peptida
Nejvétsi antimikrobialni aktivitu mé jellein I, ktery vykazuje animikrobialni aktivitu jak
viuéi G+ a G- bakteriim, tak i kvasinkam. Aktivitu vi¢i G+,G- bakteriim i kvasinkam
ma i jellein 1l, jeho minimalni inhibi¢ni koncentrace jsou vSak vyssi nez u jelleinu |.
Jellein 11 nevykazuje antimikrobidlni aktivitu vaé¢i kvasinkam a jeho aktivita vici
bakterialnim kmentim je vyrazné nizsi. U jelleinu 1V nebyla dosud prok&zéana zadna
antimikrobialni aktivita (Tab. 3). Zadnad antimikrobialni aktivita jelleinu IV je
pravdépodobné zplisobena pravé chybéjicim leucinem na C-konci peptidu (Fontana
et al., 2004).

Syntéza téchto peptidi probiha pravdépodobné také =z jednoho velkého
prekurzorového proteinu MRJP-1. Jellein-ll mutze byt proteolyticky odstfizen
z prekurzorového proteinu MRJP-1 trypsinem, protoze arginin na pozici 373 piedchazi
sekvenci jelleinu-1l. Trypsin je produkovan hltanovymi zlazami vcel. Dalsi
exoproteinasy $tépi jellein-11 na jellein-I nebo jellein-1V (Fontana et al., 2004). Tvorba
téchto peptidii na rozdil od ostatnich vcelich peptidii neni podminéna propuknutim
bakterialni infekce. Tyto peptidy jsou syntetizovany pribézné ve Zlazach délnic a
sekretovany do mateti kaSicky, kde zastavaji ochranou funkci vii¢i patogenim (Fontana

et al., 2004).

Tab. 3: Ruzna antimikrobialni aktivita isoforem jelleind, R - rezistentni kmen (upraveno dle
Fontana et al., 2004)

Mikroorganismus Minimalni inhibi¢ni koncentrace (pug/ml)

jellein | jellein 11 jellein 111 jellein IV
Staphylococcus aureus (G+) 10 15 30 R
Staphylococcus saprophyticus (G+) 15 10 30 R
Bacillus subtilis (G+) 10 30 R R
E. coli (G-) 2,5 15 15 R
Pseudomonas aeruginosa (G-) 10 15 30 R
Candida albicans (kvasinka) 2,5 2,5 R R
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2.6 Bakterialni choroby véel
Mezi nejcastéjsi patogeny vyskytujici se u vcel patii bakterie Paenibacillus larvae a
Melissococcus plutonius. Tyto bakterie zptisobuji onemocnéni mor véeliho plodu, resp.

hnilobu véeliho plodu.

2.6.1 Paenibacillus larvae a mor v¢eliho plodu

P. larvae je G+ sporulujici bakterie, ktera zptsobuje onemocnéni mor véeliho plodu.
Prvni zminky o tomto onemocnéni pochazeji uz z 18. stoleti, kdy Shirach (1769) popsal
v¢eli chorobu, kterd se vyznacovala zvlastnim zapachem, jenz pochazel z nemocnych
véelstev. Ptivodce tohoto onemocnéni byl v§ak poprveé popsan az v roce 1906, kdy byla
z nemocnych vcelich larev izolovana bakterie Bacillus larvae (star$i nazev pro P.
larvae), zptsobujici pravé toto onemocnéni (White, 1906).

Spory, které tato bakterie tvofi, jsou vysoce odolné a snadno se §ifi po okoli. Tyto
spory napadaji larvy vcel, dospélé veely slouzi pouze jako pienase¢i (Hitchcock et al.,
1979; Wilson 1971). Po propuknuti infekce dochazi k masivnimu mnoZeni bakterie ve
sttevech larvy (spora vykli¢i uz do 24 h od nékazy), bez viditelného poskozeni
epitelarnich tkani. V pozdé&jsi fazi infekce se stfevo larvy zcela zaplni namnoZenymi
bakteriemi a dochazi k proniknuti bakterii skrze stievni epitel a jejich $ifeni do t&lni
dutiny (haemocoel) (Yue et al., 2008). Poté nasleduje postupny a uplny rozklad celé
larvy pomoci proteas produkovanych bakterii. Tento rozklad se projevuje tvorbou
hnédé, mazlavé tekutiny (ptiSkvar) na dné buiky (Obr. 6). Ptiskvar obsahuje obrovské
mnozstvi spor P. larvae. Odstranénim vi¢ka buniky dochazi k zachyceni spor na dospélé
vcely a opétovnému Sifeni téchto spor k dalsim larvam (Genersch, 2010).

Jedinym zplsobem, jak se zbavit takové ndkazy byva mnohdy pouze spaleni celého
vcelstva, aby doslo k zabranéni Sifeni spor do okolnich vcelstev, coz z tého choroby ¢ini

velkou hrozbu pro vSechny chovatele vcel.
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Obr. 6: Bunky napadené morem véeliho plodu. Buika je zaplnéna hnédym piiskvarem
(fotografie pouzita se svolenim autora J. Danihlika)

2.6.2 Melissococcus plutonius a hniloba véeliho plodu

Historie objevu tohoto onemocnéni je tzce spjatd s morem vceliho plodu. Tato dvé
onemocnéni byla nejprve popisovana spolecné jako onemocnéni, které se vyskytuje
ve dvou forméch: mirnd, 1é¢itelna forma a zhoubna, nelécitelnd forma (Dzierzon, 1882).
Chesire a Cheyne (1885) uvadg¢ji jako pivodce tohoto onemocnéni bakterii Bacillus
alvei. Toto tvrzeni bylo vSak vyvraceno Whitem (1906), ktery ve snaze izolovat tuto
bakterii objevil skute¢ného pivodce zhoubné a nelécitelné formy (mor vceliho plodu)
P. larvae. White (1912) také predpokladal, Ze pivodcem mirngjsi formy onemocnéni
(hniloba v¢eliho plodu) je bakterie Bacillus plutonius (star$i nazev pro M. plutonius),
tuto bakterii vSak nebyl schopen izolovat. Izolovat a charaterizovat tuto bakterii se
podafilo az mnohem pozdé¢ji. Ukazalo se také, ze Paenibacillus alvei (diive Bacillus
alvei) sice neni pfimy ptvodce ani jednoho z téchto onemocnéni, ale Casto se vSak
vyskytuje jako sekundarni patogen v ptipadé hniloby véeliho plodu (Bailey 1957,
1983).
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Obr. 7: Bunky napadené hnilobou véeliho plodu. U napadenych larev 1ze vidét zménu polohy
Vv burice (pievzato z Forsgren, 2010)

M. plutonius napada nezavickované vceli larvy. Tato bakterie se zivi potravou
ve stievech larvy, coz vede k jejimu vyhladovéni. Napadena larva v buiice se poté
v dusledku bolesti pohybuje, coz vede ke zméné jeji obvyklé polohy (Obr. 7). Uhynula
larva se tedy namisto normalni sto¢ené polohy nachazi v neobvyklych pozicich (sto¢ena
kolem stény buriky, nebo natazena podéln¢). Dochazi takeé Kk postupné zméné barvy
larvy od bilé ptes krémovou, zlutou az hnédou. Pfi napadneni vétsiho poc¢tu bunck se
u tohoto onemocnéni muze projevit také nepiijemny hnilobny zapach, typicky i pro mor
v¢eliho plodu (Forsgren, 2010).

Pro toto onemocnéni, stejné jako pro mor vceliho plodu, dosud nebyla nalezena
vhodna 1écba. V nékterych zemich se pouzivaji k1é¢bé takto nemocnych vcel
antibiotika, ktera se ale mohou ve zbytkovych mnoZstvich dostavat do medu. V Ceské
republice je 1é€ba pomoci antibiotik zakazana. Nakazend vcelstva tedy musi byt

zklikvidovana.

V¢éely mohou byt také oslabeny riznymi viry i houbami (napf. houba Ascophaera
apis nebo virus deformovanych kiidel, virus pytlickovitého plodu a dalsi). U vcel se
také muze vyskytovat rozto¢ klestik vceli (Varroa destructor), ktery je nebezpeény tim,

ze nabodava kutikulu dospélych vcel a odsava jejich hemolymfu. Snizeny obsah
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hemolymfy vede k oslabeni imunitniho systému vcely a ta je tak nachylnéjsi na ostatni

jiz vySe popsana onemocnéni (Danihlik, 2008b).
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2.7 Metody testovani antimikrobialni aktivity peptidi

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity peptidi se vyuziva difuznich testa (kvalitativni
stanoveni) a stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC, kvantitativni stanoveni)
(Dutta et al., 2008; Berthold et al., 2013).

Metoda diftznich testi je zalozena na aplikaci papirovych diski na povrch
kultivaéniho média. Pfi kultivaci dochazi k uvolnéni antibiotika (antimikrobialni latky)
z disku. Pusobenim uvolnéné latky dochazi K inhibici bakterialniho ristu a vytvofeni
z6ny (inhibicni zoéna) kolem disku. Utvofi-li se kolem disku inhibi¢ni z6na, je bakterie
k antimikrobialni latce citlivA. Nedojde-li Kk utvofeni inhibi¢ni zony, pak je testovana
bakterie vici latce uvolnéné diskem rezistentni (Votava et al., 2010). Dutta et al. (2008)
pii pouzivani této metody pro testovani apidaecinu s bakterii E. coli, vyuzivaji pro
aplikaci peptidi uméle vytvorené jamky (velikost 3,5 mm), do kterych je pipetovano
5 ul peptidu.

Stanoveni MIC probih& v 96 jamkové mikrotitra¢ni desticce, kdy se desticka zaplni
rustovym médiem a antibiotikem v riznych koncentracich (obvykle geometricka
koncentra¢ni fada). Po kultivaci se zjistuje stupenn zakaleni média. Zakalen¢ médium
znaCi bakterialni rust, ¢iré médium znaci inhibici bakteridlniho rustu. Za MIC se
rast (Votava et al., 2010). Betrhold et al. (2013) pouzivaji pii testovani antimikrobidlni
aktivity apidaecinu peptid nafedény s médiem v geometrické koncentraéni tadé
o koncentraci 128 pg/ml — 0,5 pg/ml. Vysledny objem testovany v jedné jamce je 100
ul (50 pl peptid + 50 pl bakterialni suspenze). Hustota bakterialni suspenze je 1,5%10’
bakteridlnich bun¢k/ml.

Bilikova et al. (2009) testuji antimikrobialni aktivitd peptidi méfenim rastovych
ktivek bakterii. Testovany byly kmeny P. larvae v tekutéem MYPGP médiu s pfidavkem
testovanych AMP, nebo antibiotika tetracyklinu, ktery byl pouzit jako kontrola inhibice
rustu. Bakterialni riist byl méten pfi absorbanci 595 nm.

De Graaf et al. (2013) uvad¢ji jako média vhodna pro testovani bakterialnich kment
P. larvae MYPGP agar, J-agar. Bang et al. (2010) testuji aktivitu peptida apidaecinti na

Luria-Bertani médiu (LB médium).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie
- Carl Roth: kvasni¢ny extrakt, agar
Fluka: Mueller Hinton broth, tetracyklin hydrochlorid, trypton
- Penta: hydrogenfosforecnan draselny
- Sigma-Aldrich: glukosa, pyruvat sodny, chlorid sodny, uhli¢itan sodny,

dihydrogenfosfore¢nan draselny, trifluoroctova kyselina, acetonitril — MS kvalita

3.1.2 Biologicky material

Bakteridlni kmeny pouzité pro testovani byly soucasti sbirky referencnich kment
Statniho veterinarniho tustavu Olomouc a byly pouzity s laskavym svolenim
MVDr. Jaroslava Bzdila, Ph.D. Veskeré testy s pouzitim P. larvae byly z ndkazovych
diivodti provedeny pod dohledem vyse zminéné osoby v laboratofich SVU Olomouc za
ptisnych bezpecnostnich opatteni.

Testované bakteridlni kmeny:

Enterococcus faecium CCM 2308

Escherichia coli NCTC 10538

Escherichia coli CCM 4517

Micrococcus luteus CCM 732

Paenibacillus larvae CCM 4487

Paenibacillus larvae CCM 38

Paenibacillus larvae CCM 39

Paenibacillus larvae CCM 4485

Paenibacillus larvae CCM 4488

Paenibacillus larvae CCM 4486

Paenibacillus larvae CCM 5680

Paenibacillus larvae CCM 4483

Paenibacillus larvae CCM 4484

Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Staphylococcus aureus CCM 4516
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3.1.3 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

Densitometr DEN-1 (Biosan, Loty$sko)

Digitalni fotoaparat (SONY, Japonsko)

Digitalni pH metr MV-87 (Practitronic, Némecko)

Digitalni predvazky (Radwag®, CR)

Elektromagneticka michacka IKA (Labicom, CR)

Flowbox Bioban (Steril, Italie)

Chlazena centrifuga 5415 R (Eppendorf, Némecko)

Inkubator EN 120 (Nuve, Turecko)

Mikrodestickovy spektrofotometr Reader Synergy HT (BioTek Instruments, USA)
Microflex MALDI-TOF LRF20 (Bruker Daltonics, Némecko)
Spektrofotometr Lightwave Il (Biochrom, VB)

Ultrazvukova lazeii (Kraintek, CR)

Vortex (Stuart, UK)

3.1.4 Synteticky p¥ipravené antimikrobialni peptidy
Peptidy apidaecin Ia, abaecin, jellein I a jellein II byly pfipraveny chemickou syntézou

firmou CloneStar Peptide Services (Brno).

3.1.5 PouZzité roztoky a média

- Fyziologicky roztok: 0,9% NaCl s 1% glukosou

- K-fosfatovy pufr pH 7,2: 26 g/l KH,POy,, 7,2 g/l Na,COs

- J-agar: 5 g/l trypton, 15 g/l kvasniény extrakt, 3 g/l K;HPO,, 20 g/l agar
(pevné médium)

- Columbia krevni agar (komeréni médium): 23 g/l pepton, 1 g/l skrob, 5 g/l NaCl,
15g /I agar (pevné médium)

- LB médium: 10 g/l trypton, 5 g/l kvasniény extrakt, 10 g/l NaCl

-  MYPGP agar: 10 g/l Mueller Hinton broth, 15 g/l kvasni¢ny extrakt, 3 g/l K;HPO,,
19/l pyruvat sodny, 20 g/l agar (pevné médium)

Do kazdého ptipravovaného média bylo po autokldvovani ptidano 20 ml/1 10% glukosy.

Pevnad média byla nalévana do Petriho misek s praimérem 9 mm do vysky 4 mm.
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava zasobnich roztoki peptida

Chemicky nasyntetizované peptidy byly rozpustény v 0,1% trifluoroctové kyseliné
(TFA) na vyslednou koncentraci 10 mM. Kazdy z peptidi byl rozpustén v ptisluSném
objemu TFA (3,9 mg apidaecinu 1A v 185,10 pl 0,1% TFA; 2,2 mg abaecinu v 56,76 pl
0,1% TFA; 2,1 mg jelleinu | v 220,23 ul 0,1% TFA; 3,7 mg jelleinu 11 v 350,84 pl 0,1%
TFA). Zasobni roztoky peptidu byly skladovany pti -80°C.

3.2.2 Ovéreni pritomnosti chemicky nasyntetizovanych peptidi pomoci MALDI-
TOF

Pro ovéteni chemicky nasyntetizovanych peptidi byl ptfipraven 10uM roztok kazdého
testovaného peptidu (zasobni roztok natedén s 0,1% TFA). Vzorky byly naneseny na
MALDI desti¢ku a podrobeny analyze na pfistroji Microflex LRF20 MALDI-TOF.

3.2.2.1 Detekce peptidii pomoci MALDI-TOF

Analyza vzorkl byla provedena na pfistroji Microflex LRF20 MALDI-TOF (iontovy
zdroj microScout, dusikovy laser 337 nm). Na hmotnostnim spektrometru Microflex
byla na reflektronovém modu naméfena pozitivni hmotnostni spektra peptidd. Bylo
pouzito akceleracni napéti 19 kV a extrakéni napéti 16,1 kV. Napéti cocky bylo 9,1 kV,
napéti reflektronu 20 kV. Prodlouzena extrakce trvala 250 ns (Danihlik, 2008a).
Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova byla pouzita jako matrice. Pro rozpusténi 2 mg
kyseliny bylo pouzito 0,33 ml 2,5 % TFA a 0,66 ml acetonitrilu (AcN). Pfi spravném
uchovavani (laboratorni teplota, uzaviena nadoba) je matrice stabilni po dobu n¢kolika
mesict (Thomas, 2004).

Pro samotnou aplikaci na desti¢ku bylo pouzito 0,5 pl vzorku s0,5 pl roztoku
matrice. Krystalizace probe€hla spontannim vysuSenim na vzduchu (,,metoda vysusSené
kapky*) (Thomas, 2004). Pro analyzu namétfenych spekter byl pouzit program
flexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics). Naméiena spektra byla porovnana s molekulovou

hmotnosti peptidi.

3.2.3 Stanoveni zavislosti absorbance na McFarlandové stupnici
Murray a Arronstein (2008) uvadéji, ze hodnota absorbance 0,3 métena pii vinové délce
600 nm odpovida mnoZstvi bakteridlnich bungk 2x10” CFU/mI. Votava et al. (2010) pfi

popisu mikrobiologickych metod pouzivaji stupnici McFarland a uvadé&ji, ze hodnota
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0,5 McFarland odpovida 1x10° CFU/mI. Pro vzijemnou prevoditelnost stupnic byla
vytvofena kalibracni kiivka zévislosti absorbance na McFarlandové stupnici.

Bakterialni suspenze o uréité optické hustoté, byla vzdy proméfena na
spektrofotometru pro zjisténi piesné hodnoty absorbance (ODggo) a na densitometru pro
zjisténi presné hodnoty McFarland. Tyto hodnoty byly poté vneseny do grafu a byla

vytvofena kalibracni kiivka zévislosti absorbance na McFarlandové stupnici.

3.2.4 Ockovani média vySetfovanym bakterialnim kmenem

Z bakterialniho kmene byla piipravena suspenze ve fyziologickém roztoku s hustotou
0,5 McFarland (Votava et al., 2010). Tato suspenze byla pomoci vatové ty¢inky
naoCkovana ve tfech riznych smérech (pod uhlem asi 60°) na pevné médium. Po

zaschnuti bakterialni suspenze byly na medium aplikovany antimikrobialni peptidy.

3.2.5 Testovani pomoci difuznich testi

Na pevné kultivaéni médium v Petriho misce, které bylo naockovano bakteridlnim
kmenem, byly aplikovany AMP. Peptidy byly rozpoustény v 0,1% TFA; 0,01 M
K-fosfatovém pufru pH 7,2; nebo tekutém kultivacnim médiu. Peptidy byly aplikovany
v koncentracich 4000 pg/ml, 2000 pg/ml, ¢i 1000 pg/ml. Pro aplikaci peptidi na
kultivaéni médium byly pouzity tfi zpisoby. Po aplikaci peptidi byly misky vloZeny
dnem vzaru do inkubétoru (37 °C). Inkubace probihala po dobu 48 hodin (bakterialni

kmeny P. larvae), nebo po dobu 24 hodin (ostatni bakterie).

3.2.5.1 Aplikace AMP v podobé papirovych diski
Na papirové disky (praimér 5 mm) bylo naneseno 10 pl, 5 pl, 2 pl a 1 pl peptidu
(koncentrace peptidu 1000 pg/ml). Tyto disky byly pomoci o¢kovaci jehly aplikovany

na povrch naoc¢kované pudy (Votava et al., 2010).

3.2.5.2 Aplikace AMP do vykrojenych jamek v médiu

Do pevného kultivacniho média byly vykrojeny jamky (primér 3 mm). Na médium byl
poté naockovan bakterialni kmen. 5 pl roztoku peptidu bylo pipetovano do vykrojené
jamky (Dultta et al., 2008).

3.2.5.3 Aplikace AMP piimo na misku
Na vyznafena mista bylo nanaseno 5 Wl peptidu pfimo na povrch naockovaného
pevného média. Po vstiebani peptidii do média (zaschnuti povrchu média) (10 min) byly

misky vloZeny do inkubatoru.
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Po ukonceni kultivace byly U pozitivnich vysledkli zméfeny pruméry inhibi¢nich
zon. Z kazdé inhibicni zény byl proveden stér. Tento stér byl rozkultivovan na misku
s pevnym kultivaénim médiem pro zjisténi baktericidniho ¢i bakteriostatického Géinku

peptidu.

3.2.6 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byla pouzita 96 jamkova mikrotitra¢ni
desticka. Do jedné jamky z desticky bylo vzdy napipetovano 50 ul peptidu a 50 pl
suspenze bakteridlni kultury (optickd hustota 0,5 McFarland). Peptidy byly nafedény
s tekutym kultiva¢nim médiem (MYPGP agar, J-agar, LB médium). Byla vytvofena
geometrickd koncentra¢ni fada peptidi s koncentracemi 50 pg/ml — 0,359 g/ml.
Pozitivni kontrola byla pfipravena z 50 pl ¢istého tekutého média bez ptidavku peptidi
nebo antibiotik a 50 ul suspenze bakterialni kultury. Slepy vzorek obsahoval 50 pl
tekutého média a 50 pl fyziologického roztoku. Takto pfipravena mikrotitraéni desticka
byla aerobn¢ kultivovana po dobu 48 hodin (bakterialni kmeny P. larvae), nebo po dobu
24 hodin (ostatni bakterie) pti teploté 37°C. Po kultivaci byla odeéitana MIC, dle stupné

zakaleni média.

3.2.7 Stanoveni rustové krivky bakterii
Ristova kiivka bakterii se stanovuje méfenim optické hustoty bakteridlni suspenze
Vv pribéhu kultivace. Méfeni ristovych kiivek probéhlo u peptidl, které prokazaly
antimikrobialni aktivitu pfi difuznich testech. Toto méfeni probihalo v 96 jamkové
mikrotitra¢ni desti¢ce. Pfiprava desticky byla stejna jako u stanoveni MIC
(kapitola 3.2.6). Byla vytvofena geometricka koncentra¢ni fada peptidti o koncentracich
100 pg/ml — 1,562 pg/ml. Pozitivni kontrola byla pfipravena z 50 ul Cistého tekutého
média a 50 ul suspenze bakterialni kultury. 50 pl kultiva¢niho média spole¢né s 50 pl
fyziologického roztoku bylo pouzito jako blank. Byla také zjistovana rezistence bakterii
na antibiotikum tetracyklin (TTC), které bylo testovano v koncentraci 100 uM a bylo
pouzito jako negativni kontrola. Tuto kontrolu tvofilo 50 ul roztoku TTC v kultiva¢nim
médiu a 50 pl bakterialni suspenze. Antimikrobialni aktivita peptida byla testovana
v MYPGP, J-agaru a LB médiu.

Opticka hustota (optical density, OD) byla méfena po dobu 6-8 hodin pii vlnové
délce 600 nm (ODgo). Aerobni kultivace probihala pii teplot¢ 37 °C. Naméiené
hodnoty byly graficky vyhodnoceny v programu Microsoft Office Excel 2007.
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Byla testovana také nékolikahodinova inkubace peptidd s bakterii za zménénych
rustovych podminek. Peptidy byly inkubovany s bakterii pfes noc (16-18 hodin) pii
teploté 4°C. Nasledn¢ byla opét stanovovana rustova kiivka bakterii po dobu 6-8 hodin
pii ODegoo a teploté 37 °C.
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4 Vysledky a diskuze

4.1.1 Ovéreni pritomnosti chemicky nasyntetizovanych peptidi pomoci MALDI-
TOF

Naméfené hodnoty molekulové hmotnosti odpovidaly teoretickym molekulovym
hmotnostem testovanych peptidd. Chemicky syntetizované peptidy tedy odpovidaji
ptirodnim analogim (Obr. 8).
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Obr. 8: Hmotnostni spektra apidaecinu la, abaecinu, jelleinu | a jelleinu Il.
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4.1.2 Kalibracni krivka zavislosti absorbance na McFarlandové stupnici

Byla vytvotena kalibra¢ni ktivka pro bakterii E. coli NCTC 10538 a M. luteus CCM 732
pro zjisténi zavislosti ODgyy na McFarlandové stupnici (Obr. 9). Z kalibra¢ni kiivky je
patrné, Ze stupnice McFarland a absorbance jsou na sob¢ linedrné¢ zavislé. Méteni riistu
mikroorganismu v tekutém médiu lze tedy provadét jak na spektrofotometru (méfeni
ODgo), tak i1 na densitometru (McFarlandova stupnice) a naméfené hodnoty pievadét

mezi jednotlivymi stupnicemi.

4.1.3 Rist bakterialnich kmenii na riznych médiich

V pribéhu testovani byla vyzkouSena riizna média pro kultivaci bakterii. Bakterialni
kmeny E. coli vykazuji dobry rist na kazdém z testovanych meédii (MYPGP agar,
J-agar, LB médium), stejn¢ tak jako bakteric M. luteus. De Graaf et al. (2013) uvad¢ji
jako vhodna média pro rust P. larvae MYPGP agar a J-agar. Pfi testovani se vSak
ukazalo, ze na J-agaru kmeny P. larvae vykazuji pfili§ pomaly rast, a navic, kmeny
P. larvae CCM 38 a CCM 39 nerostou na J-agaru viibec. Dobry rist vykazuji v§echny
testované kmeny P. larvae na MYPGP agaru a pevném i tekutém LB médiu.
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Obr. ¢. 9: Kalibra¢ni kiivka zavislosti ODggo Na stupnici McFarland.
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4.1.4 Vliv rozpoustédla na antimikrobialni aktivitu peptida

Neékteré kationické peptidy (napf. apidaeciny), které obsahuji ve své primarni
sekvenci arginin, maji silnou afinitu k povrchum — sklo, plast (Foettinger et al., 2006),
a proto bylo nutné najit vhodné rozpoustédlo k rozpousténi peptidii a zabranéni ztratdm
peptidic béhem prace. Lele et al. (2013) pouziva milliQ vodu, Bang et al. (2010)
rozpousti peptidy 1% baktopeptonovém médiu, Casteels et al. (1994) pouzivaji 0,15 M
K-fosfatovy pufr pH 7,2.

Po otestovani rozpusténi peptidu v 0,1% TFA, 0,01M K-fosfatového pufru pH 7,2
a ptimo v médiu bylo zjisténo, ze jelleiny | a 1l se v tekutém MYPGP agaru srazi, coz
vede k nereprodukovatelnym vysledkim. U apidaecinu 1a a abaecinu nebyla tvorba
precipitatu pozorovana. Pro testovani téchto peptidi v tekutém médiu bylo pouzito
pouze LB meédium a J-agar. Rozpousténi jelleint v 0,01M K-fosfatovém pufru pH 7,2
mélo také vliv na jejich antimikrobialni aktivitu. U jelleini rozpusténych
v K-fosfatovem pufru pH 7,2 nedoslo k vytvoteni inhibi¢nich zon, na rozdil od jelleint,
které byly rozpustény v 0,1% TFA (Obr. 10). Velikost vytvotfené zony u apidaecinu la
se neli$ila v zavislosti na pouzitém médiu (12 mm z6na) (Obr. 11). Rozpousténi peptidi
v tekutém médiu nemélo u apidaecinu Ia zadny vliv na antimikrobialni aktivitu na rozdil
od jelleinu I, ktery vytvotil 1 mm zény pii rozpusténi v 0,1% TFA. Jelikoz ale dochazi
ke srazeni jelleinu 1 s tekutym MYPGP médiem, je mozné, ze i v pevném MYPGP
médiu bude vytvaiet nespecifické agregaty, které povedou k problematicky
reprodukovatelnym vysledkiim.

Nejvhodnéjsim rozpoustédlem pro testovani formou diftznich testd je 0,1% TFA.
Samotna rozpoustédla (0,1% TFA, 0,01M K-fosfatovém pufru pH 7,2), pouzita jako
kontrola, nevykazuji zadny vliv na rtst bakterii na médiu.

Peptidy jellein I a jellein Il rozpusténé v 0,1% TFA byly testovany proti bakterii
M. luteus na LB médiu, krevnim agaru a J-agaru. Na vSech tfech médiich byla
vytvorena stejna velikost inhibi¢ni zony (5 mm) (Obr. 12), takze jelleiny | a Il je mozno
testovat na téchto tiech médiich s podobnym nebo stejnym vysledkem antimikrobialni
aktivity, coz lze nasledné vyuzit pro kultivace P. larvae, ktery problematicky roste na

J-agaru. Lze jej tedy kultivovat i na LB médiu nebo krevnim agaru.
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Obr. 11: Rozdily pti pouziti riznych rozpoustédel peptidi na kultute E. coli NCTC 10538 péstované na MYPGP médiu. A - peptidy rozpustény v 0,01M K-
fosfatovém pufru pH 7,2. B - peptidy rozpustény v 0,1% TFA. C - peptidy rozpustény v tekutém MYPGP médiu. Testované peptidy byly pipetovany do
vykrojenych jamek. Do jednotlivych jamek bylo pipetovano 5 pl peptidu o koncentraci 2000 pg/ml, coz odpovidd mnozstvi 10 pg.
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Obr. 10: Rozdily v antimikrobialni aktivité jelleinu I a II pii pouziti riznych rozpoustédel peptidi na kultute M. luteus CCM 732 péstované na J-agaru.
Koncentrace peptida byla 2000 pg/ml. A — peptidy rozpustény 0,01M K-fosfatovém pufru pH 7,2. B — peptidy rozpustény v 0,1%TFA. Peptidy byly
napipetovany piimo na povrch naockované plotny. Na jednotlivé pozice bylo pipetovano 5 pl peptidu, coz odpovida mnozstvi 10 pg.
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Obr. 12: Stejna velikost inhibi¢nich zon pfi testovani peptidi jelleinu | a jelleinu 11 na riznych typech médii. Peptidy testovany s kulturou M. luteus CCM 732.
Jako rozpoustédlo peptidii pouzita 0,1% TFA. Koncentrace peptida byla 4000 pg/ml (B, C) a 2000 pg/ml (A). A — testovani na LB médiu. B — testovani na
krevnim agaru. C — testovani na J-agaru. Testované peptidy byly pipetovany piimo na povrch nao¢kované plotny. Na jednotlivé pozice bylo pipetovano 5 pl

peptidu, coz odpovida mnozstvi 20 Mg (4000 pg/ml) a 10 Mg (2000 pg/ml).
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4.1.5 Difazni testy
Aplikace peptidi na plotny pomoci papirovych diskd (viz kapitola 3.2.5.1) se ukazala
byt pro testovani pomoci difGznich testi nevhodna. Apidaecin la, jelleiny I a Il ani
abaecin nevykazovaly antimikrobialni aktivitu na rozdil od aplikace peptidii pfimo na
plotnu (viz kapitola 3.2.5.3), kde apidaecin la pisobil antimikrobialn¢ vaéi kmentim
E. coli a jelleiny I a Il proti M. luteus a nékterym kmentim P. larvae. Pti aplikaci
peptidit do vykrojenych jamek (viz kapitola 3.2.5.2) byly pozorovany inhibi¢ni zéony u
peptidi apidaecinu la, jelleinu 1 a jelleinu Il. Tyto zony byly méné zietelné a u
nékterych peptidi mensi, nez pii aplikaci peptidi piimo na plotnu (Obr. 13). Tyto
rozdily jsou pravdépodobné zptisobeny podtékanim peptida aplikovanych do jamek pod
vrstvu kultivacniho média, takze peptid neptisobi na povrchu média, kde rostou
bakterie. Po aplikaci peptidi nejspiSe nedochazi k uvolnéni peptidi do média, a tak se
nemize projevit jejich antimikrobialni G¢inek. Diflze peptidu v objemu média a na jeho
povrchu je dilezita pro vytvoieni zony kolem naneseného peptidu (Votava et al., 2010).
Diflzni testy provedené aplikaci rozpusténych peptidit v 0,1% TFA ptfimo na plotnu
zaoCkovanou testovanym mikroorganismem byly nasledné¢ pouzity u vSech

antimikrobialnich peptida.
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Obr. 13: Rozdily v aktivité peptidi proti M. luteus pfi pouziti riznych zpisobt aplikace peptidii na misku s J-agarem. VSechny testované peptidy mély stejnou
koncentraci (4000 pg/ml) a byly rozpustény v 0,1% TFA. Na jednotlivé pozice bylo pipetovano 5 ul peptidu, coz odpovidda mnozstvi 20 pg. A - peptidy
pipetovany do vykrojenych jamek. B - peptidy aplikovany ptimo na povrch média.
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4.1.5.1 Difuzni testy apidaeicnu la

Tabulka ¢. 4 uvadi velikosti inhibi¢nich zén apidaecinu Ia na testované bakterie.
Z vysledka je patrné, Ze k apidaecinu la jsou citlivé pouze kmeny E. coli NCTC 10538 a
CCM 4517. Obdobné vysledky uvadi i Casteels et al. (1989), ktery uvadi, Ze G- bakterie
jsou k apidaecinum citlivéjsi bez G+ bakterie. U kmene E. coli NCTC 10538 lze také
pozorovat zménu velikosti inhibi¢ni zony v zavislosti na koncentraci apidaecinu la.
Velikost zoény se zvySuje umérné s koncentraci peptidu (Obr. 14). Pii nejvyssi
koncentraci peptidu (4000 pg/ml) 1ze pozorovat 12 mm zoénu, pii koncentraci peptidu
2000 pg/ml je viditelna zona 9 mm a pii nejnizsi koncentraci peptidu (1000 pg/ml) lze
pozorovat také nejmensi zonu (6 mm). Dalsi testovand bakterie P. aeruginosa je sice
také G-, avSak je povazovana za velmi rezistentni bakterii vic¢i velkému spektru
antimikrobidlnich latek (Youenou et al., 2014). Kmeny P. larvae i M. luteus jsou

k apidaeicnu la rezistentni.

Obr. 14: Zména velikosti inhibi¢ni zoény v zavislosti na koncentraci peptidu. Peptidy byly
rozpustény v 0,1% TFA a aplikovany v objemu 5 pl do vykrojenych jamek. A — koncentrace
apidaecinu la 4000 pg/ml (20 pg na spotu). B — koncentrace apidaecinu la 2000 pg/ml (10 pg
na spotu). C — koncentrace apidaecinu la 1000 pg/ml (5 ug na spotu).
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4.1.5.2 Difuzni testy abaecinu

Na rozdil od vysledka Casteelse et al., (1990) nebyla u peptidu abaecinu pozorovéana
zadna antimikrobidlni aktivita k zadnym z testovanych mikroorganismu. Avsak Casteels
et al. (1990) pouzil k testovani odlisné médium (masopeptonovy bujon) na rozdil od
nami pouzivanych médii. Citlivost bakterii k abaecinu byla testovana na MYPGP médiu
i na J- agaru. Citlivost kmenu P. larvae k abaecinu byla navic testovana na LB meédiu,

avsak ani vV tomto kultivaénim médiu se neprokazal antimikrobialni u¢inek peptidu.

4.1.5.3 Difazni testy jelleint

Fontana et al. (2004) uvadéji, Ze jelleiny jsou aktivni vaci G+ i G- bakteriim. To
potvrzuji také vysledky diftznich testd. Jellein I vykazuje antimikrobidlni aktivitu vaci
G+ bakteriim E. faecium, M. luteus a P. larvae a G- bakteriim E. coli a P. aeruginosa
(Tab. 5). Jellein II je aktivni va¢i G+ bakteriim M. luteus a P. larvae. Slabou aktivitu
vykazuje také vici G- bakterii E. coli, se kterou tento peptid vytvaii malo zietelné zony
s mens§im bakterialnim rastem (Tab. 6). Tyto vysledky také potvrzuji rozdilnou aktivitu
riznych isoforem jelleini (Fontana et al., 2004). Aktivita jelleind je také velmi
ovlivnéna pouzivanym rozpoustédlem. Jsou patrné rozdily v antimikrobialnim u¢inku
jelleinu | proti M. luteus v zavislosti na pouzitém rozpoustédle peptidu a také mediu.
Jellein I rozpustény v 0,1% TFA vytvotil 7 mm zénu v LB médiu, naopak na MYPGP
médiu nevytvofil Zadnou zonu, ackoliv byl rozpustén v tomtéz rozpoustédle. Jellein 1
neudé¢lal zadnou inhibi¢ni zonu na LB médiu pii rozpusténi v 0,01M K-fosfatovém
pufru pH 7,2. Podobn¢ se ménil i antimikrobidlni ucinek jelleinu II (tab. 7), ktery na LB

médiu vytvofil jen 5 mm zo6nu proti M. luteus.
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Tab. 4: Inhibi¢ni zOny apidaecinu la s testovanymi bakteridlnimi kmeny (pro K-fosfatovy pufr pH 7,2 je z divodu piehlednosti zavedena zkratka K-Pi).

Vysledné
Bakterie Cislo kmene Rozpoustédlo Médium Koncentrace peptidu  mnozstvi peptidu  Délka inhibi¢ni zony
na spotu
MYPGP, K-Pi, NP
S. aureus CCM 4516 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 ug zadna zona
. MYPGP, K-Pi, N
E. faecium CCM 2308 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 pg 7adna zoéna
. MYPGP, K-Pi, N
P. aeruginosa CCM 1961 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 pg zadna zona
. MYPGP, K-Pi,
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 ug 6 mm
. MYPGP, K-Pi,
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 pg 9 mm
. MYPGP, K-Pi,
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA MYPGP 4000 pg/ml 20 ug 12 mm
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 13 mm
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 ug 12 mm
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA LB médium 2000 pg/ml 10 pg 12 mm
M. luteus CCM 732 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 ug zadna zéna
E. coli CCM 4517 0,1% TFA LB médium 2000 pg/ml 10 pg 10 mm
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Tab. 5: Inhibi¢ni zony jelleinu | s M. luteus, E. coli a bakterialnimi kmeny P. larvae.

Vysledné
Bakterie Cislo kmene Rozpoustédlo Médium Koncentrace peptidu mnois},ltvi peptidu  Délka inhibi¢ni zony
na spotu
S. aureus CCM 4516 MEE;P#AP" MYPGP 2000 pg/ml 10 ug 7adné z6na
E. faecium CCM 2308 MYPGP MYPGP 2000 pg/ml 10 pg 7adna zoéna
E. faecium CCM 2308 K-Pi MYPGP 2000 pg/ml 10 pg 4 mm
E. faecium CCM 2308 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 pg 5mm
P. aeruginosa CCM 1961 MYPGP, TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 ug 7adna zona
P. aeruginosa CCM 1961 K-Pi MYPGP 2000 pg/ml 10 ug 4 mm
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 pg 4 mm
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 5mm
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 ug 4 mm
M. luteus CCM 732 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 ug zadna zéna
M. luteus CCM 732 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 ug 5mm
M. luteus CCM 732 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 5mm
M. luteus CCM 732 K-Pi J-agar 2000 pg/ml 10 ug 7adna zona
M. luteus CCM 732 0,1% TFA LB 2000 pg/ml 10 ug 7 mm
M. luteus CCM 732 K-Pi LB 2000 pg/ml 10 ug zadna zéna
P. larvae CCM 4487 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 pg 5mm
P. larvae CCM 4487 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 7 mm
P. larvae CCM 4484 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 pg zadna zona
P. larvae CCM 4484 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 pg zadna zona
P. larvae CCM 38 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 ug 74dna zéna
P. larvae CCM 38 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 7adna zona
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Tab. 6: Inhibi¢ni zony jelleinu II s testovanymi mikroorganismy.

Vysledné
Bakterie Cislo kmene Rozpoustédlo Médium Koncentrace peptidu mnois),/tvi peptidu  Délka inhibi¢ni zony
na spotu
S. aureus CCM 4516 Mgi;PTFK AP" MYPGP 2000 pg/ml 10 ug 7adna zona
E. faecium CCM 2308 MEE;P#AP" MYPGP 2000 pg/ml 10 ug 7adné z6na
P. aeruginosa CCM 1961 Mgiapﬂlf AP" MYPGP 2000 pg/ml 10 ug zadna zona
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 g 7adna zéna
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 4 mm
E.coli NCTC 10538 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 ug 7adna zona
M. luteus CCM 732 0,1% TFA MYPGP 2000 pg/ml 10 ug 7adna zéna
M. luteus CCM 732 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 ug 4,5 mm
M. luteus CCM 732 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 4 mm
M. luteus CCM 732 K-Pi J-agar 2000 pg/ml 10 ug 7adna zona
M. luteus CCM 732 0,1% TFA LB 2000 pg/ml 10 ug 5mm
M. luteus CCM 732 K-Pi LB 2000 pg/ml 10 ug 7adna zona
P. larvae CCM 4487 0,1% TFA krevni agar 4000 pg/ml 20 ug 7adna zona
P. larvae CCM 4487 0,1% TFA J-agar 4000 pg/ml 20 ug 7adna zona
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4.1.5.4 Antimikrobialni aktivita peptidi proti kmenam P. larvae

Na zaklad¢ vysledkt difuznich testli bylo zjisténo, ze apidaecin la ani abaecin nema
antimikrobialni aktivitu proti riznym kmenum P. larvae. Casteels et al. (1989) uvadéji,
7ze MIC pro apidaeciny je pro bakterii B. alvei (NRRL-B-237) vétsi nez 200 pg/ml,
avSak v publikaci Casteels et al. (1990) se uvadi MIC apdiaecinu la pro B. alvei
(LMG 6322) 50 — 100 pg/ml. Jedna se ovsem 0 jiny kmen B. alvei, nez je uveden
v publikaci Casteels et al. (1989). MIC vsak neni stanovena pifimo pro néktery z kmena
P. larvae.

Jako vhodné médium bylo ovéfeno LB médium, na némz rostly vSechny kmeny
P. larvae. Difazni testy jelleinu Il provedene s jednotlivymi kmeny P. larvae na LB
médiu shrnuje tabulka ¢. 7. Sjelleinem | bylo provedeno testovani s bakterialnim
kmenem P. larvae CCM 4487, kde byla vytvofena 5 mm zoéna. Citlivost dal§ich kment
P. larvae k jelleinu | zatim nebyla stanovovana.

Koncentraéni zévislost velikosti inhibi¢ni zény a mnozstvi nanesen¢ho peptidu
nebyla pozorovéana (Obr. 15). Obdobné jako u M. luteus se lisi antimikrobialni aktivita
jelleinu 1 a jelleinu 1l v zavislosti na pouzitém médiu. Kmen P. larvae CCM 4487
vytvofil s jelleinem 1 5 mm zoénu v piipadé kultivace na LB médiu (tab. 7), podobna je i
z6na pii kultivaci na J-agaru nebo krevnim médiu (tab. 5). Naopak jellein 1l projevuje
svou antimikrobialni aktivitu proti kmenu P. larvae CCM 4487 kultivovaném na LB

médiu (tab. 7), avSak na J-agaru nebo krevnim agaru je jeho u¢inek nulovy (tab. 6).
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Obr. 15: Diflzni test peptidu jelleinu Il s bakteridlnim kmenem P. larvae CCM 4487 na
LB médiu. Jellein 11 byl aplikovan ve dvou koncentracich (2000 pg/ml; 1000 pg/ml). Peptidy
byly aplikovany v objemu 5 pl. MnozZstvi testovaného peptidu na misce bylo 10 pg a 5ug.
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Tab. 7: Inhibi¢ni zony jelleinu II na kulturach kmenti P. larvae narostlych na LB médiu. Peptidy byly rozpustény v 0,1% TFA.

Testovany bakterialni kmen

Koncentrace peptidu

Vysledné mnozstvi peptidu

Délka inhibi¢ni zony

na spotu

Paenibacillus larvae CCM 38 2000 pg/ml 10 ug zadna zéna

Paenibacillus larvae CCM 38 1000 pg/ml 5 ug zadna zona

Paenibacillus larvae CCM 39 2000 pg/ml 10 ug zadna zona

Paenibacillus larvae CCM 39 1000 pg/ml 5ug zadna zéna
Paenibacillus larvae CCM 4483 2000 pg/ml 10 ug 5mm
Paenibacillus larvae CCM 4483 1000 pg/ml 5ug 4 mm
Paenibacillus larvae CCM 4484 2000 pg/ml 10 ug 5mm
Paenibacillus larvae CCM 4484 1000 pg/ml 5ug 5mm
Paenibacillus larvae CCM 4485 2000 pg/ml 10 ug 5mm
Paenibacillus larvae CCM 4485 1000 pg/ml 5 ug 3mm
Paenibacillus larvae CCM 4486 2000 pg/ml 10 ug zadna zéna
Paenibacillus larvae CCM 4486 1000 pg/ml 5 ug zadna zona
Paenibacillus larvae CCM 4487 2000 pg/ml 10 ug 5mm
Paenibacillus larvae CCM 4487 1000 pg/ml 5 ug 5mm
Paenibacillus larvae CCM 4488 2000 pg/ml 10 ug zadna zona
Paenibacillus larvae CCM 4488 1000 pg/ml 5ug zadna zéna
Paenibacillus larvae CCM 5680 2000 pg/ml 10 ug 5mm
Paenibacillus larvae CCM 5680 1000 pg/ml 5 ug 5mm
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4.1.5.5 Kultivace bakterii z inhibi¢nich zén

U bakterii E. coli NCTC 10538 a M. luteus CCM 732 byly provedeny stéry z inhibi¢nich
z6n, které vytvoril peptid apidaecin la (v ptipadé¢ E. coli) (Obr. 16) a jelleiny (v ptipadé
M. luteus) (Obr. 17). Po rekultivaci bakterii doslo k opétovnému narustu E. coli, ale
M. luteus se ze zon nepodatilo znovu kultivovat. Opétovny narist bakterie E. coli mize
bakterii. Apidaeciny svym mechanismem G¢inku tuto membranu nenarusuji, ale pouze
ji pronikaji a pisobi na cile ve vnitinim prostoru bakterialni buniky. To, Ze nedochazi
K naruseni cytoplazmatické membrany bakterie, mize byt pfi¢inou pouze

bakteriostatického ti¢inku téchto peptidt (Casteels et al., 1989).

Obr. 16: Vzhled inhibi¢nich zon po aplikaci 10 pg apidaecinu la na spot u kment E. coli
kultivovanych na LB médiu. A —apidaecin la s E. coli CCM 4517. B — apidaecin la s E. coli
NCTC 10538.

Obr. 17: Vzhled inhibi¢nich z6én po aplikaci 20 pg jelleini na spot u M. luteus CCM 732.
Kultivace bakterie na J-agaru.
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4.1.6 Stanoveni rastové krivky E. coli v pFitomnosti peptidu

Pro stanoveni MIC a zji$téni pribéhu rustu bakterialnich kmena E. coli s pfitomnosti
peptidu apidaecini Ia byly zméfeny rustové kiivky bakterii v zavislosti na koncentraci
peptidu.

E. coli CCM 4517 ma bez pfitomnosti antibiotika tetracyklinu nebo peptidu
apidaecinu la stejny prabéh rastu ve vSech tfech médiich (MYPGP, J-agar,
LB médium). Rozdily vristu lze vSak pozorovat pii koncentraci apidacinu la
12,5 ug/ml (Obr. 18). Pti této koncentraci bakterie roste jiz jako bez pFitomnosti
peptidu, stacionarni faze rtstu vSak nastava ptiblizné o dvé hodiny pozd¢ji ve srovnani
s kontrolou. Kdezto v J-agaru je mozno pozorovat vyrazné¢ del§i dobu inhibice mnozeni
bakteriii v porovnani s bakteriemi bez pfitomnosti peptidu ¢i antibiotika. Na konci
experimentu (7. hodina) se E. coli stale nachazi v exponencialni fazi ristu v pfitomnosti
12,5 pg/ml apidaecinu Ia. Odlisny je rast u E. coli na LB médiu, kde se bakterie mnozi i
pii koncentraci 25 pg/ml apidaeicnu Ia. Hodnotu MIC pro E. coli CCM 4517 je mozno
stanovit na 25 pg/ml, avSak jsou patrné¢ znacné rozdily v rdstu na hranici MIC
(12,5 pg/ml), na které mize mit pravé vliv pouzité médium.

Antimikrobidlni u¢inek apidaecinu la na druhy ztestovanych kmend E. coli
NCTC 10538 je odlisny od ucinku na E. coli CCM 4517 (Obr. 19). Rust E. coli
NCTC 10538 bez pritomnosti antimikrobidlnich latek (apidaecin Ia, tetracyklin) je
odlisny v riznych médiich. Stacionarni faze rustu této bakterie se objevuje u médii
J-agaru a MYPGP médiu piiblizné o hodinu diive nez u LB média. Na LB meédiu je také
bakteridlni narhGst vys$i, nez u J-agaru a MYPGP média. Inhibice ristu tohoto
bakterialniho kmene pii pouziti apidaecinu la nastdva uz pii koncentraci 25 pg/ml
U vsech testovanych médii. Inhibice bakteridlniho ristu vSak pfetrvava pouze dveé
hodiny od spusténi experimentu. Po uplynuti této doby dochazi k exponencionalnimu
naristu bakterii. V LB médiu je inhibice bakterialniho ristu nejkratsi a nejslabsi. Kmen
E. coli NCTC 10538 vykazuje citlivost vici tetracyklinu. Inhibice bakterialniho ristu
zpusobena tetracyklinem je vSak také Casové omezena. K inhibici antimikrobialnich
ucinki tetracyklinu dochazi po ¢tyfech hodinach od zac¢atku méfeni.

Rozdily v odlisném pisobeni apidaecinu Ia na rizné kmeny E. coli lze také
pozorovat na vysledcich diftznich testti (Obr. 16). Zde jsou rozdily patrné na vzhledu
inhibi¢nich zon. E. coli CCM 4517 tvofi s apidaecinem Ia jasné zietelnou zonu,

najejichz okrajich je asi 30 bakteridlnich kolonii. Inhibi¢ni zdna, kterou utvofil
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apidaecin la s E. coli NCTC 10538, je pokryta drobnym povlakem bakterialnich kolonii,
coz muze byt zpusobeno pravé opétovnym narustem bakterii, ktery je patrny i
u rastovych kiivek.

Casteels et al. (1989) uvad¢ji MIC pro apidaecin la s bakterialnim kmenem E. coli
NCTC 9001 hodnotu 0,1 pg/ml. MIC stanovena pti méfeni ristovych kiivek v J-agaru je
pro E. coli CCM 4517 25 pg/ml a pro E. coli NCTC 10538 25 pg/ml. Hodnoty MIC,
které jsou uvedeny v ¢lanku (Casteels et al., 1989), mohou byt nizsi z divodu testovani
jinych bakterialnich kmena E. coli ¢i pouzivani jinych médii a rozpoustédél pro peptidy.

Déle bylo zjisténo, ze E. coli CCM 4517 je k tetracyklinu rezistentni, avsak je citliva

na antimikrobidlni G¢inek apidaecinu Ia.

4.1.6.1 Vlivinkubace apidaecinu la s E. coli CCM 4517

Inkubace apidaecinu la s bakteriemi ptes noc pfi teploté 4 °C nevedla ke zméné MIC, je
vSak mozno pozorovat zménu prubéhu inhibice rastu pii koncentraci 12,5 pg/ml
apidaeicnu 1A. V pfipadé rastu bez predchozi inkubace peptidu s bakterii je pozorovana
inhibice bakterialniho rdstu po dobu asi 2 hodin od zacatku experimentu. Po nocni
inkubaci bakterie s peptidem se vSak pii koncentraci 12,5 pg/ml apidaecinu Ia,

neprojevil zadny inhibiéni u¢inek peptidu. (Obr. 20).

4.1.7 Stanoveni MIC jelleinu 11 na jednotlive kmeny P. larvae

Stanoveni MIC v mikrotitra¢ni desti¢ce pomoci klasické mikrobiologické metody (viz.
kapitola 3.2.6) pro jednotlivé kmeny P. larvae s peptidem jellein Il, neposkytuje
reprodukovatelné vysledky i pies to, Ze aktivita tohoto peptidu byla ovéfena pomoci
difaznich testl. Ke stanoveni MIC téchto bakterii je tieba pouzit jinou metodu. Bilikova
et al. (2009) testuji P. larvae pomoci stanoveni rustovych kiivek, testuji peptid
apalbumin2, ktery také vykazuje antimikrobialni ucinky vici této bakterii. Testovanim
pomoci této metody by mohly byt zjistény zmeény v aktivité jelleinti v pribéhu inkubace
S bakterii a dale by mohl byt ovéfen baktericidni ucinek jelleinii, ktery vyplyva

z rekultivace bakterii z inhibi¢nich zon.
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Obr. 18: Rastova kiivka E. coli CCM 4517 s pusobenim apdiaecinu la v riznych koncentracich. Bakterialni rast byl méfen po dobu 7 hodin. A — peptid
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Obr. 20: Rustova kiivka E. coli CCM 4517 s pusobenim apidaecinu la v riznych koncentracich. Jako médium pro rozpusténi peptidu byl pouzit J-agar.
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Stanovenim MIC apidaecinu la bylo dosazeno velmi podobnych vysleki, jaké jsou
uvadény v literatuie (Casteels et al., 1989). Aktivita tohoto peptidu byla pozorovana u
G-bakterii, vii¢i kterym by tento peptid mél byt nejvice aktivni (Casteels et al., 1989). U
tohoto peptidu se také projevuji zmény v délce inhibi¢nich zon v zavislosti na
koncentraci peptidu.

Testovani s kmeny P. larvae vsak neposkytovalo piedpokladané vysledky. Rust této
bakterie na doporu¢eném J-agaru (de Graaf et al., 2013) byl pfili§ slaby pro ucely
testovani antimikrobialni aktivity. Dalsi doporu¢ené MYPGP médium (de Graaf
etal., 2013) nelze pro testovani pouzit, kvili srazeni jelleini v tomto médiu. Tyto
peptidy jako jediné z testovanych peptidic vykazovaly antimikrobialni aktivitu vaéi
P. larvae. Pro testovani bylo tedy zvoleno LB médium (Bang et al., 2010), na kterém
kmeny P. larvae rostou v§echny a v dostate¢ném mnozstvi pro testovani antimikrobialni
aktivity. Take peptidy jellein I a jellein 11 se v tomto médiu nesrazi.

Pii testovani antimikrobidlni aktivity jelleind s kmeny P. larvae formou difliznich
testll nebyly patrné zmény ve velikosti inhibi¢nich zon v zavislosti na koncentraci
peptidu, které byly sledovany pfi testovani apidaecinu la s E.coli. Tento jev mize byt
zpusoben $patnou difazi jelleini médiem, kdy se utvoii zéna jen v misté aplikace
antimikrobidlni latky.

Stanoveni MIC P. larvae po 48 hodinové inkubaci s jelleiny vykazuje negativni
vysledky. To miize byt pravdépodobné zptisobeno dlouhou dobou kultivace. Jelleiny
mohou pulsobit jen po urcitou dobu, tak jak bylo pozorovano u rustovych kiivek
apidaecinu la sE. coli, tudiz pfi odeCitani vysledki po nékolikahodinové inkubaci
s bakterii uz nemusi peptid viibec ucinkovat. Je tedy potieba zjistit, jak se meni ti¢inek

jelleint v prabéhu kultivace s bakterii.
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5 Zavér
Tato prace byla zaméfena na antimikrobialni peptidy, mechanismus jejich u¢inku a na
antimikrobialni aktivitu téchto latek. Prakticka cast této prace se také zabyvala
nékterymi  antimikrobidlnimi peptidy vcely medonosné a jejich souvislosti
s bakterialnimi chorobami vcel. Bylo dosazeno téchto vysledk:
1.) Byla provedena literarni reserSe o vyznamu a funkci antimikrobialnich peptidi se
zaméeienim na veeli antimikrobialni peptidy.
2.) Byla testovana vhodnd média pro kultivaci testovanych bakterii. Kmeny E. coli a
M. luteus rostou na MYPGP médiu, J-agaru i LB médiu. Kmeny P. larvae rostou na
MYPGP médiu i LB médiu, nékteré z nich vSak nelze kultivovat na J-agaru.
3.) Metoda testovani antimikrobialni aktivity peptidd pomoci difuznich testi byla
optimalizovana. Nejvhodnéj$im zpusobem aplikace peptidi bylo jejich naneseni piimo
na misku spevnym kultivatnim médiem. Vytvafeni jamek v médiu ¢i pouziti
papirovych diska vedlo k snizenému nebo Zadnému antimikrobialnimu efektu.
3.) Byla zjisténa antimikrobidlni aktivita peptidu apidaecinu la vic¢i bakteridlnim
kmentim E. coli. Viéi kazdému z testovanych kment E. coli byla zjisténa minimalni
inhibi¢ni koncentrace.
4.) Antimikrobidlni aktivita jelleinti byla prokazana u bakterialnich kmend P. larvae
metodou difuiznich testli. Stanovit MIC se v tekutém médiu nepodafilo.
5) Byla zjisténa rtzna citlivost bakterialnich kmena E. coli vué¢i antimikrobialnim
latkdam. Bakterialni kmen E. coli NCTC 10538 je méné citlivy k apidaecinu la, ale
citlivy vuci antibiotiku tetracyklinu. Naopak kmen E. coli CCM 4517 je citlivy k

apidaecinu Ia, ale rezistetni vuci tetracyklinu.

Dalsi prace by méla byt zaméfena na stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace u
bakterialnich kmenti P. larvae. Déale by mély byt zopakovany experimenty Se
stanovenim rustovych kiivek pro ziskani statisticky vyznamnych dat. Déale by bylo
vhodné otestovat peptid abaecin s kultivaci bakterii na dalSich médiich a pfipadné i

zoptimalizovat podminky piisobeni peptidu na bakterie.
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7 Seznam pouzitych zkratek
abaecin
acetonitril
aminokyselina
antimikrobidlni peptidy
apidaecin
cytoplazmaticka membrana
Gram-pozitivni bakterie
Gram-negativni bakterie
jellein
K-fosfatovy pufr
lipopolysacharidy
desorpcni ionizace laserem za i¢asti matrice
minimalni inhibi¢ni koncentrace
opticka hustota
N-B-alanyl-5-S-glutathionyl-3,4-dihydroxyfenylalanin
trifluoroctova kyselina
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