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Sada pro identifikaci probiotického laktobacilového kmene $tépiciho imunotoxické lepkové
peptidy

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se tyka sady primeri pro identifikaci probiotického
mikroorganismu s pozadovanou aktivitou pro $t€peni imunotoxickych lepkovych peptidu.

Dosavadni stav techniky

Glutenova enteropatie (celiakie), ale i pocity diskomfortu vyvolané nestravitelnymi lepkovymi
peptidy zpasobuji poskozeni stfevni bariéry, coz je problém, ktery se neda 1éCit. Ze statistik navic
vyplyva, Ze tato nemoc je na vzestupu.

Glutenova enteropatie (celiakie) neni jediné onemocnéni spojené s nesnasenlivosti lepku.
V dne$ni dobé rozliSujeme také neceliakalni glutenovou senzitivitu, Duhringovu dermatitidu
aalergii na lepek. Neceliakalni glutenova senzitivita je onemocnéni projevujici se
gastrointestinalnimi a extraintestinalnimi symptomy, které vyvola pfitomnost lepku ve stravé u
jedinct, ukterych byly vylouceny jiné choroby spojené s intoleranci lepku. Duhringova
dermatitida je koznim projevem nesnaSenlivosti lepkovych peptidii, je vSak vzacnéjSi nez
celiakie. Projevuje se vyskytem drobnych intenzivné svédicich puchytki, které pfipominaji opar.
U alergie na lepek chybi typické poSkozeni sliznice stfeva, které je diagnostickym zakladem pro
glutenovou enteropatii. Projevem této alergie nejsou pouze gastrointestinalni piiznaky ale take
respiracni potize. Glutenova ataxie je autoimunitni onemocnéni centradlniho nervového systému,
hlavné¢ mozecku, které je navozeno glutenem. Problémem v diagnostice nemoci souvisejicich
s lepkem je pfedevSim nepfitomnost typickych symptomt ¢i nedostatecnd informovanost jak
potencialnich pacientt, tak i odborné vefejnosti.

Lepek je smés proteinti obilovin, takzvanych prolaminti a glutenind. Lepkové peptidy zapojené
do celiakie jsou obecné velmi bohaté na prolinové a glutaminové zbytky, coz je znak, ktery
prispiva k jejich rezistenci vaci proteolyze v lidském stéevé. Z literatury jsou znamé peptidy
s prokazanou vyznamnosti v etiologii celiakie. Napftiklad peptid o velikosti 33 aminokyselin,
vznikly $tépenim a-gliadinu LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF, nebo identicky
mensi peptid o velikosti 16 aminokyselin QLQPFPQPQLPYPQPQ. Z w-gliadinu, respektive z C-
konce hordeinu je znam peptid o velikosti 17 aminokyselin QPQQPFPQPQQPFPWQP. Pii
poruseném stifevnim epitelu, mohou tyto peptidy prochazet stievni bariérou. Proniknou-li peptidy
ptes stievni bariéru, stivaji se vysoce afinitnim substratem pro tkanovou transglutaminazu 2
(TG2). TG2 je endomysialni intracelularni enzym, ktery se podili na normalni epitelialni
diferenciaci aktivaci transformujiciho rdstového faktoru beta. TG2 zprostiedkuje po styku
s prolaminy jejich deamidaci do imunoreaktivnich peptidi, coz zvySuje afinitu s HLA
imunokompetentnimi buiikami (HLA — DQ2/8). Iniciatorem imunitni reakce je tedy komplex
TG2 s deamidovanym prolaminem, ktery zpusobi indukci T lymfocytarni odpovédi, aktivaci B
lymfocyti a tvorbu protilatek. Protilatky proti tkanové transglutamindze piimo blokuji
intestinalni epitelidlni diferenciaci. K diagnostice tohoto onemocnéni se proto pouziva testovani
na pritomnost autoprotilatek proti TG a gliadinim. Symptomy onemocnéni jsou pestrou $kalou
potizi a zavisi na genetickych vlivech, véku, délce trvani expozice lepku a rozsahu stfevniho
poskozeni. Tenké stfevo muze byt poskozeno jiz od prvniho styku s obilovinami, zatimco
klinické priznaky se mohou projevit az za rizné dlouhou dobu. Mezi typické ptiznaky u déti patii
prijmy, kolikovité bolesti bficha, anemie a neprospivani. Také mize dojit k vyskytu takzvaného
»gliadinového Soku®, coz je tézky prabeh celiakie s prijmy, dehydrataci a mineralnim rozvratem,
je to vSak vzacnd komplikace onemocnéni. U dospélé populace se snizuje mnozstvi
gastrointestinalnich projevi a nastupuji spiSe mimostievni ptiznaky, to vS§ak muze platit i u déti.
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Celiakalni sprue, pfedevsim ta neléCena, muze vést k fad¢ zdravotnich komplikaci. Mezi takové
komplikace patfi anémie, krvacivé projevy (zpusobené nedostatkem vitaminu K), trombdzy,
metabolicka osteopatie (komplexni porucha vstiebavani vapniku, vitaminu D ¢i aminokyselin)
nebo také gynekologické poruchy. Mezi komplikace u glutenové intolerance patii i psychické
poruchy jako deprese a neurologicka onemocnéni. S celiakii spojena autoimunitni onemocnéni
pravdépodobné souvisi s genetickou predispozici, nebot’ nekteré asociované choroby sdileji
podobné HLA antigeny. Mezi tyto autoimunitni onemocnéni patii napiiklad diabetes mellitus 1.
typu, autoimunni thyreoiditida. Dale mezi potize sdruzené s celiakii patfi revmatoidni artritida,
systémové onemocnéni pojiva, autoimunni hepatitida, ataxie, epilepsie.

V soucasné dobé pacienti trpici celiakii nebo neceliakélnimi senzitivitami na lepek maji prakticky
jedinou moznost feSeni svych zdravotnich problém, a tou je dodrzovani bezlepkové diety, s niz
jsou spojena velka omezeni, zvySené naklady, a dalsi problémy.

Moznou alternativou v feSeni problému nutné diety je pouziti enzymd, které by byly schopny
snizit mnozstvi toxickych gliadinovych peptidi. Na trhu existuje celd tfada enzymovych
pripravkd, které obsahuji smés enzymi z riznych organismu. Pfipravek Gluten Prima obsahuje
kromé neutralni protedzy i amyldzu a glukoamylazu, kterd by méla pomoci natravit bilé pecivo.
Piipravek Gluten Digest obsahuje fadu proteaz z riznych plisni rodu Aspergillus, véetné amylazy
a glukoamylazy. Pripravek Lepek Fit je zaloZzen na enzymech z papaje vCetné papainu, coZ je
cysteinova proteaza se Sirokou substratovou specifitou véetné kliCové dipeptidyl peptidazové
aktivity, kterd $tépi lepkové peptidy ,,gliadiny*. V USA se prodava produkt s ndzvem GliadinX,
coz je enzym Prolyl Endopeptidaza z Aspergillus niger, ktera by méla ucinné $tépit a-gliadiny.
V Australii se prodava vyrobek GlutenGuard, ktery obsahuje kromé papainu i chymopapain
a caricain, coz jsou papainu podobné cysteinové proteazy. V soucasné dobé je v USA klinicky
zkousen vyrobek KumaMax, coZ je rekombinantné upraveny enzym kumamolysin z acidofilni
bakterie Alicyclobacillus sendaiensis schopny travit glutenové proteiny v kyselém prostiedi
zaludku.

Krom¢ tvah pouzivat $tépici enzymy z riznych zdroji se vyskytuji tvahy snizit imunotoxické
gliadiny uz pfimo ve zdroji, ato naptiklad diky muta¢nimu S$lechténi u obilovin s deleci
chromosomt odpovédnych za expresi imunotoxickych gliadinti (van den Broeck a kol., Theor.
Appl. Genet. 2010, 121:1527). Dalsi moznosti, jak snizit lepek v pe€ivu je znovu pouZzivat po
staleti ovéieny zpuisob vyroby peciva pomoci kvasku, zalozeny na kynuti té€sta pomoci mléénych
bakterii a kvasinek. Na rozdil od modernich postupti urychlujicich vyrobu peciva, bez kvasku
nedochdzi v pecivu k natraveni proteind vcetné imunotoxickych a-gliadini. Dalsi, Ccisté
farmaceuticky pristup chce vyuZzit znamé inhibitory transglutamindzy 2, naptiklad cystamin.
Uvazuje se také o zablokovani vazebného mista HLA-DQ2 nebo o modulaci zanétlivych
cytokint pii 1é€bé lepkové intolerance (Gobbetti a kol., Food Microbiology, 2007, 24:1527).
Vyvoj vakciny Nexvax2 predstavuje konkrétni feSeni tohoto problému. Vakcina je podavana
intradermalné, kdy dochazi k preprogramovani T-lymfocyti a zastaveni autoimunitni odpoveédi
na lepek pfitomny ve stfeveé. Je vSak vhodna pouze pro pacienty s HLA/DQ2.5 genem.

Podstata technického feSeni

X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidaza je kli¢ovy enzym schopny Stépit imunotoxické lepkové
peptidy. Ne vSechny kmeny probiotickych mikroorganismi produkuji stejné mnoZstvi tohoto
enzymu, coZ je dano jednak usporadanim genti v daném lokusu (obr. 1) a také aminokyselinovym
slozenim X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazy (SEQ. ID 1).

Predmétem predklddan¢ho technického feSeni je sada pro identifikaci probiotického
laktobacilového kmene $tépiciho imunotoxické lepkové peptidy, ktera obsahuje

forward primer 1 (FWP1): TGTTGCGGTAGGTATATTGG (SEQ ID NO. 1)
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reverse primer 1 (RVP1): TAAGCTAGCTAAAGAAACACC (SEQ ID NO. 2)
forward primer 2 (FWP2): GATACTAAACCTAGTATTTAACGAC (SEQ ID NO. 3)
reverse primer 2 (RVP2): ATCGTCATAACAATTTTAGTACTG (SEQ ID NO. 4)

Prvni sada primerta, (FWP1 a RVP1), je uréena pro identifikaci X-prolyl-dipeptidyl
aminopeptidazy v lokusu s genem pro flipazu. Sekvence identifikovana prvnim setem primert je
nasledujici sekvence, v niz prvni podtrzena ¢ast odpovida casti genu flipazy a druhd podtrzena
¢ast odpovida casti genu X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazy, pfiCemz tuéné vyznacené jsou
oblasti pro nasedani forward primeru (FWPL1) a reverse primeru (RVP1).

TGTTGCGGTAGGTATATTGGTGTATGGTATAATGATATTATTATTAAAACCTACGA
TTTTAGATTACGCAAAAGAGATTCTTTTCAAAAGAAAGAAATAATTTAGTTAGGAGA
AGTATATTTATGAAAAAATTATTTGTATCTAGCATGGTACTAGTGAGTTTGTTAACAT
TAGGTGCATGTTCTAATGATGGTAACAAGAGTAGTATGTCATCTGCTAATCATGAAT
CAAGCAAAAATGTAGAAAAGACAAAGAAACAGATAAAAGCAACTGCAGTTTCTTCC
GTAGATGAGGATAGTACAAGTATTGCGAATAATGATAATAGTGGTGAAGAAAGCAG
TTCAAGCAATAACTCTGCGGTGTCTTCTCAAAGTAGTGAAAGTAGCAGTAATAGTAG
TAATAAAAATTCTACTACTTCTTCCAAAAAGCAATTTTCTCAAGAACAAATTGCAGC
TTTGGCATCTTGGTATACAGGAAATATAAAAAATAGTAAAATAGTGGTTCATAATAT
GGGAAATTATAATGCTGTAAGTGATGATAATGGAAACTTATTATTTGCATATAGTGT
TTCTGGAGATAATGTAAAAGTTGGTGGCTTTGGGGATAAGCCTTGGGATGAAGTAAA
TATCTCAAATCTAAATGATAAAGCATCTCAACAGGGACAATCAGATAATGTAAATAG
TGTTGCAAATAATACTACATTTACAGATGGATACTAAACCTAGTATTTAACGACTATT
AATAAACAAACGCAGATAAATCAAGACAATAACGTCTTGTTTCATCTGCGTTTTTGT
TTATTCTTCTATTGGAAGTAAGCAATATGAGCCTGTAGTATCAATGCGATATGAATTT
TCTTCATTACCTTGTAAAGTCATTTCCATATCAGTTGCATAGATTACTAAGCCTAACT
TATGTCCTTTTGGAAGATGGTAGAACATAGGTTGTGTAGTAATCTCAACATCGTAGA
ATTTATTAGCTTCAAGTTCATCAGTACTAAAATTGTTATGACGATTTTGTAAGTTCAA
GTGAGCTTGTGTAACCATCTTAAAAGGTGTTTCTTTAGCTAGCTTA (SEQ ID NO. 5)

V PCR reakci s prvni sadou primerta (FWP1 a RVP1) se zjistuje vytvoreni produktu o¢ekavané
délky odpovidajici ptitomnosti obou genti ve stejném lokusu (1074 pb). Produkt lze napiiklad
detekovat gelovou DNA elektroforézou nebo jinymi metodami detekujicimi p¥itomnost / délku
specifického produktu. Citlivost této sady je nejméné 10°kopii nutnych k vytvofeni viditelného
produktu na gelu.

Druha sada primert (FWP2 a RVP2) je urcena pro ovéfeni specifické nukleotidové sekvence
genu pro X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazu. Citlivost této sady je nejméné 10! kopii nutnych
Kk vytvofeni viditelného produktu na gelu. Cilova sekvence této sady primerd je nasledujici,
priemz podtrZena je ¢ast odpovidajici ¢asti genu X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazy, pticemz
tucné vyznacené jsou oblasti nasedani forward a reverse primeru:

GATACTAAACCTAGTATTTAACGACTATTAATAAACAAACGCAGATAAATCAAGA

CAATAACGTCTTGTTTCATCTGCGTTTTTGTTTATTCTTCTATTGGAAGTAAGCAATAT
GAGCCTGTAGTATCAATGCGATATGAATTTTCTTCATTACCTTGTAAAGTCATTTCCA
TATCAGTTGCATAGATTACTAAGCCTAACTTATGTCCTTTTGGAAGATGGTAGAACAT
AGGTTGTGTAGTAATCTCAACATCGTAGAATTTATTAGCTTCAAGTTCATCAGTACT

AAAATTGTTATGACGAT (SEQ ID NO. 6)

Druha sada primerd (FWP2 a RVP2) ovéfuje, Ze je pritomen gen pro X-prolyl-dipeptidyl
aminopeptidazu s kyzenou aminokyselinovou sekvenci, ktera zajist'uje jeho aktivitu.

Sada podle predkladaného feSeni miZze s vyhodou déle obsahovat alespofi jeden umély substrat
pro detekci enzymové aktivity X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazy. Touto detekci se
jednozna¢né prokazuje, ze dany kmen kromé spravného genomového lokusu a spravné
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aminokyselinové sekvence enzymu X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazy ma za definovanych
podminek pozadovanou enzymovou aktivitu. Umélé substraty jsou: Gly-Pro-7-amido-4-
methylkumarin hydrobromid (GP-AMC) a Lys-Pro-7-amido-4-methylkumarin hydrobromid (KP-
AMC).

Objasnéni vykresu

Obrazek 1: Zobrazeni okoli genu pro XPDAD u kmene L. salivarius An63,
GLT = glycosyltransferaza, UDP = UDP-galactopyran6zo-mutaza, FLP = flipaza,

XPDAD = X-prolyl dipeptidyl aminoppeptiddza, CPA = Kation-protonovy transportni kanal,
AAC = D-alanyl — D-alanine karboxypeptidaza, NAD = NAD(P)H-dependent oxidoreduktaza.

Obrazek 2: Obrazek zobrazuje elektroforeticky gel se specifickym produktem o velikosti
1074 parG bazi stemplatem chromozomdalni DNA kmene L. salivarius An63 (1) ase smési
chromozomalni DNA kmene An63 a An84 (2). V ostatnich drahach, kde neni vidét zadny
produkt je voda (3), An84 (4), An453 (5), An879 (6) a smés vice kmenti (7). V posledni draze se
nachézi délkovy standard (8).

Obrazek 3: Obrazek zobrazuje elektroforeticky gel se specifickym produktem o velikosti
1074 parG bazi s templatem chromozomalni DNA kmene L. salivarius An63 v koncentraci
10° kopii (1), 10*kopii (2), 10%kopii (3), 10? kopii (4), 10*kopii (5-7) a 10%°kopii (8-11).
V posledni draze se nachazi délkovy standard (12).

Obrazek 4: Obrazek zobrazuje elektroforeticky gel se specifickym produktem o velikosti
304 pari bazi. V prvni draze se nachazi délkovy standard (1). V dalsich drahach je PCR produkt
s templatem chromozomalni DNA kmene L. salivarius An63 (2) a se smési chromozomalni DNA
kmene An63 a An84 (3). V ostatnich drahach, kde neni vidét zadny produkt je voda (4), An84
(5), An453 (6), An879 (7) a smé&s vice kment (8).

Obrazek 5: Obrazek zobrazuje elektroforeticky gel se specifickym produktem o velikosti 304
part bazi s templatem chromozomalni DNA kmene L. salivarius An63 v koncentraci 10° kopif
(1), 10* kopii (2), 10 kopii (3), 10% kopii (4), 10* kopii (5-7) a 10° kopii (8-11). V posledni draze
se nachazi délkovy standard (12).

Obrazek 6: Graf zobrazuje hodnoty relativni fluorescencni jednotky (RFU) pro jednotlivé kmeny
L. salivarius An63, An84 a An453, které byly kultivovany na minimalnim médiu s ptidanym
kvasni¢nym extraktem. Vysledky jsou zobrazeny pro substrat KP-AMC.

Obrazek 7: Graf zobrazuje hodnoty relativni fluorescencni jednotky (RFU) pro jednotlivé kmeny

L. salivarius An63, An84 a An453, které byly kultivovany na minimalnim médiu s ptidanym
kvasni¢nym extraktem. Vysledky jsou zobrazeny pro substrat GP-AMC.

Priklady uskuteénéni technického fe$eni

Piiklad 1: PCR amplifikace specifického lokusu X-prolyl-dipeptidyl amiopeptidazy s flipazou
meéfeno pomoci prvni sady primert (FWP1 a RVP1)

PCR reakce pro amplifikaci specifického produktu pomoci prvni sady primert (FWP1 a RVP1)
0 celkové délce 1074 bazi probihala v reakéni smési obsahujici reakéni pufr (75SmM Tris-HCI,
20mM (NH4)2S04, 0,1% Tween 20 (hmotn./obj.), 2,5mM MgClz, pH je titrovano na 8,8),
ekvimolarni smés deoxynukleotid trifosfatli deoxyadenosinu, deoxyguanosinu, deoxythymidinu
a deoxycytosinu v celkové koncentraci 0,625mM, termostabilni Taq DNA dependentni DNA
polymerazu, forward primer FWP1 (5 umol) a reverse primer RVP1 (5 umol). Celkovy objem
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reakce byl 10 ul. Teplotni profil PCR reakce byl uréen pomoci gradientové PCR se zjis§ténym
optimem teploty pro nasedani primerd stanovenym na 55 °C. Finalni rekéni profil se sklada
z denatura¢niho kroku 95 °C 10 min, 45 opakujicich se cykld 95 °C 15 s, 55°C 30 s, 72 °C
1 min, poslednim krokem je zavére¢na syntéza pii 72 °C po dobu 10 minut.

Citlivost reakce, definovana jako pravdépodobnost specifické amplifikace pozitivniho standardu
genomové DNA, u L. salivarius kmenu An63 v fedici fadé 10° az 102 kopii na 1 pl reakce byla
U reakci obsahujici vice nez 2500 kopii templatové DNA vys$si nez 99 %. Pravdépodobnost
pozitivniho specifického zachytu ureakci obsahujicich 500 kopii templatové DNA byla
stanovena na 40 %. U nizsich poctl kopii templatové DNA citlivost reakce stanovena nebyla.

Specifita reakce byla ovéfena na sérii vzorkll ptibuznych kment a jejich smési, z nichz jen
nekteré obsahovaly specifickou templatovou DNA. Specifita byla verifikovana celkem na Sesti
vzorcich DNA. PCR zalozena na sad¢ forward primeru FWP1 a reverse primeru RVP1 specificky
odlisila jako pozitivni vzorek obsahujici izolovanou DNA z kmene An63 L. salivarius, smésny
vzorek, do né&jz byla pfidana izolovana genomova DNA z kmene An84 L. salivarius a jako
negativni Ctyfi kontrolni kmeny L. salivarius An84, An453, An879 a MIX téchto kmend.
Vysledky jsou znazornény na obr. 2 a 3.

Priklad 2: PCR amplifikace specifické nukleotidové sekvence X-prolyl-dipeptidyl
aminopeptidazy méfeno s druhou sadou primerd (FWP2 a RVP2)

PCR reakce pro amplifikaci specifického produktu pomoci sady primerd forward primer FWP2
a reverse primer RVP2 o celkové délce 304 bazi probiha v reakéni smési obsahujici reakéni pufr
(75mM Tris-HCI, 20mM (NH,4)2SO4, 0,1% Tween 20 (hmotn./obj.), 2,5mM MgCl,, pH je
titrovano na 8,8), ekvimolarni smés deoxynukleotid trifosfatii deoxyadenosinu, deoxyguanosinu,
deoxythymidinu a deoxycytosinu v celkové koncentraci 0,625mM, termostabilni Taq DNA
dependentni DNA polymerazu, forward primer 2 (5 umol) a reverse primer 2 (5 umol). Celkovy
objem reakce je 10 ul. Teplotni profil PCR reakce byl uréen pomoci gradientové PCR se
zjisténym optimem teploty pro nasedani primerti stanovenym na 55 °C. Finalni rek¢ni profil se
sklada z denatura¢niho kroku 95 °C 10 min., 45 opakujicich se cykla 95 °C 155, 55 °C 305,
72 °C 45 s, poslednim krokem je zavére¢na syntéza pii 72 °C po dobu 10 minut.

Citlivost reakce, definovana jako pravdépodobnost specifické amplifikace pozitivniho standardu
genomové DNA, U L. salivarius kmene An63 v fedici fadé 10° az 102 kopii na 1 pl reakce, byla
u reakci obsahujici vice nez 250 kopii templatové DNA vys$si nez 99 %. Pravdépodobnost
pozitivniho specifického zachytu u reakci obsahujicich pét kopii templatové DNA byl stanoven
na 47 %. U nizsich po¢tt kopii templatové DNA citlivost reakce stanovena nebyla.

Specifita reakce byla ovéfena na sérii vzorkll piibuznych kment a jejich smési, z nichz jen
nekteré obsahovaly specifickou templatovou DNA. Specifita byla verifikovana celkem na Sesti
vzorcich DNA. PCR zalozena na sadé forward primer FWP2 a reverse primer RVP2 specificky
odlisila jako pozitivni vzorek obsahujici izolovanou DNA z kmene An63 L. salivarius, smésny
vzorek, do né&jz byla ptidana izolovana genomova DNA z kmene An84 L. salivarius a jako
negativni ¢tyfi kontrolni kmeny L. salivarius An84, An453, An879 a MIX téchto kmend.

Vysledky jsou znazornény na obr. 4 a 5.

Priklad 3: Detekce enzymové aktivity X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazy u kmene L. salivarius
Kultivace:

Bakterie Lactobacillus salivarius byly kultivovany v tekutém médiu BHI (Brain Heart Infusion)

0 objemu 5 ml v anaerobnim prostiedi (10% CO2, 5% H2 a 85% N) pti 37 “C po dobu 24 hodin.
Médium bylo zaockovéano 20 pl kultury o OD 1.
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Lyze bunek:

Po kultivaci byly buiky stoceny (3 600 ot/min, 4 °C, 15 min), médium bylo odlito, ke kazdému
vzorku byl ptidan 1 ml pufru Tris-HCI (0,1M o pH=8) a nasledn¢ byly stoceny (3 600 ot/min.,
4 °C, 15 min). Nejprve byly pelety zvazeny v predem zvazenych mikrozkumavkach a nasledné
byl ptidan 1 ml Tris-HCI pufru a 10 pl lysozymu (koncentrace 10 mg/ml). Nasledné byly buiiky
rozbity ultrazvukem po dobu 5 min (amplituda 35 %, puls 1s, pauza 3s). Poté byly bunky
stoceny (15 000 g, 4 °C, 10 min) a supernatant byl pouzit k méfeni aktivity.

Meéfeni aktivity:

Enzymaticka kinetika byla méfena za pouziti umélych fluorescencnich substrati
Gly-Pro-7-amido-4-methylkumarin hydrobromid (GP-AMC)

a substratu  Lys-Pro-7-amido-4-methylkumarin hydrobromid (KP-AMC). Do mikrotitra¢ni
desti¢ky bylo davkovano 35 ul Tris-HCI pufru a 15 ul lyzatu, tato smés byla inkubovana 10 min
pii 37 °C. Poté bylo ptidano ke kazdému vzorku 50 pl smési obsahujici 48 ul Tris-HCI pufru,
1 pl substratu a 1 ul PEGu (1%). Aktivita byla méfena jednu hodinu (kineticky interval méfeni
22 s, excitaéni vinova délka 360 nm, emisni vinova délka 453 nm). U lyzati byla zméfena
proteinova koncentrace podle metody BCA a aktivita byla pfepoCtena na jednotku proteinové
koncentrace a jednotku hmotnosti pelety. Vysledky jsou znazornény na obr. 6 a 7.

NAROKY NA OCHRANU

1. Sada pro identifikaci probiotického laktobacilového kmene $tépiciho imunotoxické lepkové
peptidy, vyznadena tim, Ze obsahuje

forward primer 1: TGTTGCGGTAGGTATATTGG

reverse primer 1: TAAGCTAGCTAAAGAAACACC
forward primer 2: GATACTAAACCTAGTATTTAACGAC
reverse primer 2: ATCGTCATAACAATTTTAGTACTG.

2. Sada podle naroku 1, vyznacena tim, Ze dale obsahuje alespon jeden umély substrat pro
detekci enzymové aktivity X-prolyl-dipeptidyl aminopeptidazy, vybrany ze skupiny zahrnujici
Gly-Pro-7-amido-4-methylkumarin hydrobromid

a Lys-Pro-7-amido-4-methylkumarin hydrobromid.

5 vykrest
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Obr. 3
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Obr. 4
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Aktivita stépeni u substratu KP-AMC
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Aktivita Stépeni u substratu GP-AMC
3000
m 4
2000 -
£ 1500
1000
500 4
0
BIMY BAMY 453MY
Kmen
Obr. 7



Cz 33422 U1

SEQUENCE LISTING
<110» Vyzkumny @Gstav veterindrniheo lékafstvi, v. v. i.

<120> Sada pro identifikaci probiotického laktobacilového kmene
Etépiciho imunotoxické lepkoveée peptidy

<130> P

<1l60> 6

<170> PatentIn wversion 3.5

<210» 1
<211> 20
<212> DHNA

213> artificial

2
2

B B3

<220>

<223» forward primer 1
<400> 1

tgttgcggta ggtatattgg

<210> 2

<211> 21

<212> DHA

<213> artificial
<2
<2

[ ST ]

0>
3> rewverse primer 1

<400> 2
taagctagot aasgasacac c

<210» 3
<211> Z5
<212» DNAR

<213» artificial

<220>
<223» forward primer 2
<400> 3

gatactaaac ctagtattta acgac

<210
<Z11> 24

<212> DHA

<213> artificial

b

<220
<223> reverse primer 2
<400> 4

atcgtcataa caattttagt actg

<210» 5
<211> 1074

-10 -



<212> DHA

<213> artificial

<220>

223> amplifikovany Gsek 1
<400>» 5

tgttgocggta gotatattgg

agattacgoca asagagatte

ttatgaaazaa attatttgta

gttctaatga tggtaacaag

tagaaaagac aaagaaacag

caagtattgc gaataatgat

tgtcttctca aagtagtgaa

cCcaaaaagca attttctcaa

T233a33TCAQ TE3a3Tagtyg

atggaaactt attatttgca

gggataagoc ttgggatgaa

gacaatcaga taatgtaasat

cotagtattt aacgactatt

ttoatctgog tttttottta

atgcgatatg aattttotte

actaagccta acttatgtcc

acatcgtaga atttattage

saagttcaagt gagcttgtgt

tgtatootat

ttttcaaaag

toctagocatgg

agtagtatgt

ataaaagcaa

aatagtggtyg

agtagcagta

QYEECAa3aTTy

grtCcataata

tatagtgttt

gtaaatatct

agtgttgcasa

aataaacaaa

ttcttcoctatt

attacocttgt

ttttggaaga

ttcaagttca

aaccatctta

<210> &

<Z211> 304

<212> DHA

<213> artificial

<220>

223> amplifikovany G=ek Z
<400> &

gatactaaac ctagtattta

acgtottgtt tcatoctgogt

gtagtatcaa tgogatatga

gcatagatta ctaagcctaa

gtaatctcaa catcgtagaa

cgat

acgactatta

ttttgtttatc

attttcttca

cttatgtcocot

tttattagct

Cz 33422 U1

aatgatatta
aaagaaataa
tactagtgag
catctgotaa
ctgcagttto
aagaaagcag
atagtagtaa
cagoctttggo
tgggaaatta
ctggagataa
caaatctaaa
ataatactac
cgcagataaa
ggaagtaagco
aaagtcattt
tggtagaaca
tcagtactaa

aaaggtgttt

ataaacaaac
tottotattg
ttacocttgta
tttggaagat

tcaagttcat

-11 -

ttattaaaac

tttagttagy

tttgttaaca

tcatgaatca

ttococgtagat

ttcaagcaat

taaaasattct

atcttggtat

TEaatgotgta

tgtaaaagtt

tgataaagca

atttacagat

tcaagacaat

aatatgagecco

ccatatcagt

taggttgtaot

aattgttatg

ctttagctag

goagataaat

gaagtaagca

aagtcattteo

ggtagaacat

cagtactaaa

ctacgatttt

agaagtatat

ttaggtgoat

agcaaaaatyg

gaggatagta

aactctgogyg

actacttctt

aCcaggaaata

agtgatgata

gogtggctttg

totcaacagyg

ggatactaaa

aacgtcttgt

tgtagtatca

tgcatagatt

agtaatctca

acgattttgt

ctta

caagacaata

atatgagcct

catatcagtt

aggttgtgta

attgttatoa

840

500

580

1020

1074
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