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Infek&ni choroby pred 200 lety

Déti narozené pred rokem 1850 mohly ocekavat, ze budou zit 35 let
» Vakcinace
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Déti narozené pred rokem 1925 mohly ocekavat, ze budou zit 60 let
> Antibiotika

,2congratulations!
He hasn‘t got MRSA

* D¢t narozené pred rokem 1980 mohly ocekavat, ze budou Zzit 80 let
\ « Déti narozené dnes: ,,Jak dlouho mohou o¢ekavat ze budou zit? /




Rezistence na antibiotika

Podil izolata rezistentnich na methicilin Staphylococcus aureus (MRSA) v

tnénvch zemich.
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Priroda je obrovskym zdrojem inspirace

Kromé — antibiotik vyuziva priroda ke kompetici s |
. Na svété je 350 tisic chemickyehlatek

« 4 kDa peptid s 37 am(15 9x10°
« 20 kDa protein s (1,8 x 1026
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ﬁEnzybiotika v lécbé stafylokokovych infekci\

Endolysin Lysostaphin Lidsky catelicidin LL-37

S. simulans
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Rekombinantni technologie — heterologni exprese

Vlastni expresni systém

(80) Bipl

(3213) Teh1111

6xHis

BglI (2431)
Fspl (2449)
PspSII (2474)

« optimalizovany pro hostitelsky kmen (pocet kopii na bunku)
« bez licen¢nich poplatku (vlastni replikacni pocatek)

kba 1 2 3 4 5 6 7 8 9
116.0 .

(5371) Dralll Xhol (158)
Eagl - Notl (166) 66.2
HindIII (173)
Sall (179)
Sacl (19
EcoRI (192) 45.0
BamMI (198)
Ncol (206)
Kpnl (214)
(4670) Pwul - Sgfl
Xhol (321) 35.0
(4544) Smal Bolll (533)
Ndel (541)
Xbal (579)
25.0
(4361) Clax lac operator
(4327) Nrul Bolll (645)
SgrAl (6386)
pl:IJbEx 15 Sphl (842)
5613 bp
Miul (1367) 184
BclI* (1381)
(4016) EcoS71 Apal (1578
BssMII (1778)
EcoRV (1817)
Hpal (1873) HisTrap™HP 5 ml
(3641) BssSal
(3468) BspluU11l
(3352) Sapl PshAI (2212)
(3239) Bst11071

Vytézek:
Endolysin F1:
Lysostaphin:

150-170 mg/L
110-130 mg/L
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Optimalizace genu
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Relative Position of codons

vysoké Urovné genoveé exprese.
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 frekvence kodonu (optimalizovano pro E. coli)
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Rekombinantni technologie — heterologni exprese

Gen pro lidsky catelicidin LL-37 pfed a po Upravé frekvence kodonu

P

______________________________________________
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400 450 500

Relative Position of codons

Distribuce frekvence vyuziti kodonu po délce genové sekvence. CAl 1,0 je povazovan za
dokonaly v pozadovaném expresnim organismu a CAl> 0,8 je povazovan za dobry z hlediska
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Rekombinantni technologie — heterologni exprese

Optimalizace genu
« frekvence kodonu (optimalizovano pro E. coli)
» funk&nich domén (snizeni po¢tu domén, nahrazeni novymi)

Lidsky catelicidin LL-37 pfed a po upravé frekvence kodonu

Optimized 6 ZAAACCCAACGTAACGETCATAGCCTGEEGCOGCTGEAGCCTGETGCTGCTGCTGCTGGGET
original 6 GAGACCCAAAGGAATGGCCACTCCCTGGGEOGETGGTCACTGGTGCTCCTGCTGCTGGGC
Optimized 66 CTGGTGATGCCGCTG ATTGCGCAGG AGCTAC CGT

~CGARCCTOTACCGTCTY

Optimized 186 GACCOGCETCCGACGATGCGACGECGATCCGGACACCCCGAAACCOGTGAGCTTCACCGTT

Original 186 GACCCCAGCGCCCACGATCGGA

Optimized 246 AAGCARACC TACCACCCAGCAAACGCCCCCGAAGATTGCGACTTTAAGAAA
Original 246 AAGGAGACAGTGTGCCCCAGGACGACACAGCAGTCACCACGAGGATTGTGACTTCAAGAAG
Optimized 306 GATGGTCTGGTTAAACGTTGCATGGGCACCGTGACCCTGAACCAGECGCGTGGATCCT

Ooriginal 306 GACGOGCTGGTGARGCGEGTGTATGGGGACAGTGACCCTCAACCAGGCCAGGGGATCCTTT

Optimized 366 GACATCACCTCCGATAAACACAACAAACSTCGGTACOGACCCGCTGCTGGGTCGACTTCT

original 366 GACATCAGTTGTGATAAGGATAACAAGACACGTACOGACCCGCTGCTGGEGTGATTTCTTC

Optimized 426 COTAAGAGCAAAGAGAAGATTGGCAAGGAATTCAAGCGTATTGTTCAGCGTATCAAAGAC

Ooriginal 426 CGGAAATCTAAAGAGAAGATTGGCAAAGAATTCAAAAGAATTGTCCAGAGAATCAAGGAT

Optimized 486 ICCTGCGTAATCTGGTTCOGCGTACCGAAAGC

K Ooriginal 486 TTTTIGCGCGAATCTTGTACCCAGGACAGAGTCC
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Rekombinantni technologie — heterologni exprese

Optimalizace genu

 frekvence kodonu (optimalizovano pro E. coli)

« funk&nich domén (snizeni po¢tu domén, nahrazeni novymi)
signalni

: _ - H3b
_ peptid propeptid _ endopeptidaza a M23 S
Lysostaphin - emm———— N — I
endopeptidaza a M23 SH3b

Staphylococcus smulans | —

CHAP endopeptidaza amidaza SH3b

Endolvsin1 — .-

CHAP endopeptidaza SH3b

Bakteriofag ®812 (F1) - — =

\
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Rekombinantni technologie — heterologni exprese

Navrh fuznich tagu
« zvySeni exprese (ubikvitin odstifiujici hydrofobni epitopy)
« zlepSeni Cisténi proteinu (Hisb nahrazen His14)

Lysostaphin  pjkyitin endopeptidaza a M23 SH3b

HHHHSGHHHTGHHHHSGSHHHSG

ubikvitin amidaza SH3b

i -
HHHHSGHHHTGHHHHSGSHHHSG

Endolysin F1
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Biobetter — zlepsené vlastnosti proteinu
&4

Enantis

Teplotni stabilita - vliv i na trvanlivost enzymu

Identifikované potencialné stabilizujici mutace znazornény ve strukture lysostaphinu.
Zluté jsou vyznaCeny mutace znazornény ve struktufe lysostaphinu. Zluté jsou vyznaceny mutace vybrané na zakladé energetického pfistupu,
oranzové mutace vybrané na zakladé evolu¢niho pfistupu. tyrkysove je vyznaceno aktivni misto enzymu a Sedé je znazornén zinecnaty iont.
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Biobetter — zlepsené vilastnosti proteinu

Zmeéna stavu/rozpustnosti — vliv na skladovani

ELP-elastinovy protein
endopeptidaza a M23 SH3b elastin (100 x V-P-G-V-G)

\

T,- teplota pod bodem T;- teplota nad bodem
prechodu fazi prechodufazi
Protein fuzovany s ELP pfi teploté nizsSi nez T, monomerni a rozpustny

Protein fuzovany s ELP pfi teploté vyssi nez T,

\

zacCne agregovat -nerozpustny
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Biobetter — zlepsené vilastnosti proteinu

Zména stavu/rozpustnosti — vliv na skladovani

ELP-elastinovy protein
endopeptidaza a M23 SH3b elastin (100 x V-P-G-V-G)

Fuzovany protein:

 reverzibilni fazovy pfechod zavisly na
teploté, koncentraci soli

« vysoce biokompatibilni

 stabilngjsi

 zatim pouze v rostlinném vektoru

Protein fuzovany s ELP pfi teploté nizsSi nez T, monomerni a rozpustny

Protein fuzovany s ELP pfi teploté vyssi nez T, zaCne agregovat -nerozpustny
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Biobetter — zlepsené vilastnosti proteinu

Zabudovani do kolagenového krytu - vliv na trvanlivost enzym

Lvsostaphin — Kolagenovy peptid (21 amk)

endopeptidaza a M23 SH3b

Lysostaphin — Kolagen vazajici doména

endopeptidaza a M23 SH3b

\




Riziko schvaleni




Extracelularni enzymoveé extrakty

eno

Prakticky vyzkouseno:

*Lupénka De rm a’Ferm Prakticky vyzkouseno:
KOMPLET *Akné
*Atopické dermatitidy «Popéleniny
e} *Svédéni kuze ey *Popraskand kuze

tn *Uporna plisriova 3 *Drobna poranéni
g ismndieiiripboptedagl ll  Onemocnéni kze g iegeienipbraribeingl ll  *Opruzeniny
selaviintomisonsentel ll +porna plisfiova ey s d B s o *Namahana kuze sportovc(i
> plishové nebo kvasinkové infekci onemocnéni nehtt i s ——— *Napomaha pri hojeni viech
*Porusena kuze mm drobnéjsich poranéni
diabetikt ose
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Vyvinuto ve spolupraci s akademickym partnerem ‘/ l J ‘/EL R xR vy
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Dekuji
Vam za
pozornost
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"ARE YOU SURE THATS A MEDICAL
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