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Zaver

1. Uvod

Pied objevem syntetickych antimikrobidlnich latek

mechanismy, které zajiStovaly preZiti pii napadeni pato-
gennimi mikroorganismy. Vrozené imunitni mechanismy
stoji na prvopocatku imunitni reakce organismu a teprve
druhotné uvadeéji do chodu mechanismy imunity adaptivni.
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Napiikad u cloveéka tvofi prvni obrannou linii vrozené
imunity neutrofily. Disponuji obrannymi mechanismy
jednak zavislymi na kysliku (produkce metaboliti kysliku,
chloru), ale i mechanismy na kysliku nezavislymi, kam
fadime i produkci antimikrobialnich peptidﬁl.

Antimikrobialni peptidy jsou v pfirod¢ vsudyptitomné
s vice nez 1000 zndmymi zastupci a jsou slozkou prvni
obranné linie organismd proti infekénim mikroorganis-
mam”. Tyto mikroorganismy jsou schopny ovlivnit imunit-
ni odpovéd’ véetné posileni vrozené imunity a potlaceni
zéanétlivych procest’. Organismy vyluGuji katonické
a anionické peptidy s antimikrobialnim Géinkem a jejich
struény prehled zde podavaji tabulky I a II. Anionické
antimikrobialni peptidy maji malou velikost, anionicky
charakter, za ktery jsou odpovédné homopolymerni aspar-
tatové oblasti a jako kofaktor pro baktericidni aktivitu
potfebuji zinek. Poprvé byly nalezeny u ovci'. Mechanis-
mus ucinku u té€chto peptidi zatim nebyl spolehlivé proka-
zan, avSak predpokladd se, Ze bakterialni burika je pfijima
spole¢né se zinkem. Baktericidni ucinek anionickych pep-
tidd je inhibovan v pritomnosti fosfatu nebo EDTA, napro-
ti tomu s rostouci koncetraci NaCl se zvysuje’. Anionické
antimikrobialni peptidy byly nalezeny v plicich, jatrech,
tenkém stfevu savcli a rovnéz v krevnim séru.

Kationické antimikrobialni peptidy jsou obecné defi-
novany jako peptidy s méné nez 50 aminokyseli-
nami, prevazujicim pozitivnim nabojem, se zastoupenim
lysinovych a argininovych zbytkdl a zna¢nym obsahem
(50 % a vice) hydrofobnich rezidui. Antimikrobialni pepti-
dy maji celou fadu zajimavych vlastnosti. PredevSim diky
svému pozitivnimu naboji reaguji s bakterialnimi membra-
nami, na kterych prevladd za fyziologickych podminek
naboj negativni. Témito membranami pak pronikaji pro-
stfednictvim pord nebo ,,kobercové™ pokryvaji membranu
a vedou k jejimu naruSeni. Po proniknuti do cytoplazmy
dochézi k bunécné smrti napf. poruSenim DNA, RNA,
syntézy proteini nebo respirace’. Antimikrobialni peptidy
pomérné spolehlive rozlisuji savci buniky od bunék mikro-
bialnich, a to na zaklad¢ sloZeni bakterialni membrany,
ktera na rozdil od hostitelskych bunék postrada cholesterol
a je bohatd na negativné nabité fosfolipidy. Tyto peptidy
vykazuji antimikrobidlni aktivitu proti Gram-pozitivhim
a Gram-negativnim bakteriim, mikroskopickym houbam
a protozoim. Jejich ucinnost byla pozorovéna jiz pfi mini-
malni inhibi¢ni koncentraci (MIC) 0,25-4 pg ml™. Nékte-
ré kationické peptidy inhibovaly replikaci obalenych virt
jako virus chiipky A, virus vesikularni stomatitidy (VSV)
a viru lidské imunodeficience (HIV-1). Kationické peptidy
mohou rovnéz vykazovat protirakovinotvornou aktivitu
nebo podporovat hojeni. Nedavné studie rovnéz indikovaly
roli kationickych peptidi jako efektord vnitini imunitni
odpovédi’. Nékteré peptidy jsou v soudasnosti predmétem
vyzkumu s potencidlem vyuZiti jako lokalni prostfedky
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Tabulka I
Kationické antimikrobialni peptidy *

Referat

Peptidy s charakteristickou strukturou Zdrojovy organismus

Antimikrobialni aktivita

Linearni peptidy se strukturou o-helixu

Cecropiny hmyz, prase
Clavanin, styelin plasténci
Magainin, dermaseptin obojzivelnici
Buforiny obojzivelnici
Pleurocidin ryby
Moronecidin ryby
Linearni peptidy bohaté na prolin
Drosocin, metchnikowin octomilka
Pyrrhocoricin hmyz
Metalnikowin hmyz
Linedrni peptidy bohaté na glycin
Diptericiny, attaciny dvojkiidli
Shepherin [ a II rostliny
Ac-AMP1, Ac-AMP2 rostliny

Linedrni peptidy bohaté na histidin
Histatin clovek

Linearni peptidy bohaté na tyrosin

Indolicin
Lactoferrin

skot
eukaryota

Peptidy s jednim disulfidovym miistkem

Thanatin hmyz, rostliny

Brevininy zaba

Lanthioniny G+bakterie
Peptidy se dvéma disulfidovymi muistky

Tachyplesin 11 krab

Androctonin Stir

Protegrin 1 prase

Peptidy se tremi disulfidovymi miistky

a-Defensiny
B-Defensiny
Defensiny
Panaeidiny

savci
savci
hmyz
kreveta

Peptidy s vetsim poctem disulfidovych miistkii

Tachycitin
Drosomycin
Gambicin
Heliomycin

Rostlinné defensiny
Defensin protein WT1

alfAFP defensin

Bohaté na cystein

So-D1-7
DmAMP1

krab
octomilka
moskyt
motyl

rostliny
rostliny
rostliny
rostliny
rostliny

bakterie, plisné, viry

bakterie

bakterie, protozoa

bakterie, plisné
bakterie, plisné
bakterie

bakterie
bakterie, plisné

bakterie, plisné

bakterie

G-bakterie, plisné
G+bakterie, plisné

bakterie, plisné

bakterie
bakterie

bakterie, plisné
bakterie
bakterie

bakterie, plisné, viry

bakterie, plisné

bakterie, plisng, viry

bakterie, plisné
bakterie, plisné

bakterie, plisn¢, protozoa

bakterie, plisné

bakterie, plisné
plisné

bakterie, plisné, protozoa

bakterie, plisné

plisné
plisné
bakterie, plisné
bakterie, plisné
plisné
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Tabulka II
Nekationické antimikrobialni peptidy ¢’

Referat

Peptidy s charakteristickou strukturou

Zdrojovy organismus Antimikrobialni aktivita

Anionickeé dipeptidy
Derivaty neuropeptidii
Enkelytin lidské sérum bakterie
Peptid B lidské sérum bakterie
Anionické peptidy bohaté na kyselinu asparagovou
H-GDDDDDD-OH ovce bakterie
Dermicidin clovek bakterie
Maximin 15 obojzivelnici G+bakterie
Aromaticke dipeptidy
N-B-Alanyl-5-S-glutathionyl-3,4-dihydroxyfenylalanin octomilka bakterie, plisné
p-Hydroxycinnamaldehyd hmyz bakterie, plisné
Peptidy odvozené z kyslik-vazajicich proteinii
Peptidy odvozené z hemocyaninu kreveta bakterie
Peptidy odvozené z hemoglobinu hmyz bakterie
Laktoferrin ¢lovek bakterie, viry
v prevenci bakterialni kolonizace katetrli a prostfedky proti v databazi  antimikrobidlnich  sekvenci  (http://

akné.

2. Obecna struktura antimikrobialnich peptida

V soucasné dob¢ je zndmo mnoho kationickych anti-
mikrobialnich peptidd, které byly izolovany z rozmanitého
spektra organismi nebo syntetizovany, a lze je najit

www.bbcm.units.it/~tossi/pag2.htm). Peptidy jsou klasifi-
kovany na zékladé€ jejich struktury do 4 zékladnich skupin
(obr. 1): B-list, a-helix, smycka a rozvolnéné peptidy,
z nichZ nejvice zastoupeny jsou prvni dvé struktury®.
Vedle peptidi izolovanych z ptirodnich zdroju bylo
syntetizovano né¢kolik tisic syntetickych variant, které
rovn&z spadaji do vyse uvedenych strukturnich skupin’.
Typickou vlastnosti spole¢nou vSem antimikrobialnim

Obr. 1. Strukturni tfidy antimikrobialnich peptidi; (A) B-list, tachyplesin I, (B) o-helix, magainin 2, (C) rozvolnéna struktura, indoli-
cidin, (D) smyc¢ka, thanatin. Pfevzato z databaze Protein Data Bank (PDB)
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peptidim je jejich schopnost tvofit amfipatickou nebo
amfifilni konformaci, ktera je charakteristicka periodicky
se opakujicimi Useky, ve kterych se stiidaji hydrofobni
a hydrofilni domény. Schopnost zaujimat amfipatickou
konformaci je Casto indukovéana interakci
s cytoplazmatickou membranou'”.

Z dosud znamych kationickych antimikrobialnich
peptidii byla struktura vétSiny objasnéna pomoci cirkular-
niho dichroismu (CD). Ackoli tato metoda poskytuje rele-
vantni informace o tom, ke které strukturni tfidé dany pep-
tid nalezi, neni natolik detailni, aby objasnila prostorovou
konformaci. Proto, aby bylo mozné vysvétlit vztah mezi
strukturou a aktivitou peptida, je dalezité popsat jejich
strukturu co nejptesnéji. Prozatim byla objasnéna struktura
asi 50 kationickych antimikrobialnich peptidd, primarné
pomoci nukledrni magnetické rezonance (NMR). Z téchto
50 struktur 36 jsou peptidy izolované z piirodnich zdroji
a 14 jsou synteticka analoga. Pfirozen¢ se vyskytujici pep-
tidy byly izolovany z riznych organismi: 8 obratlovci,
6 clenovci, 6 rostliny, 3 bakterie, 3 hmyz a 1 mekkys. Pii-
klady peptidd, jejichz struktura je znama, jsou uvedeny
v tabulce III. Zde uvedené peptidy byly rozdéleny
s ohledem na strukturni tfidy a jejich ID kody jsou dostup-
né v Protein Data Bank (PDB)®.

2.1. Specifita antimikrobidlnich peptidi a jejich
selektivni toxicita

Peptidy s antimikrobidlni aktivitou byly izolovany
v zéasadé ze vsech tkani, ve kterych byly nalezeny. Klico-
vym okamzikem odhadu jejich potencidlni toxicity je roz-
liSeni mezi mikrobialni a hostitelskou butikou. Pristup
peptidii k potencialné napadnutelné hostitelské tkani muze
byt omezen bud’ lokalizaci peptidu v bufice nebo vysoce
regulovanou expresi.

Tabulka IIT

Referat

2.1.1. Srovnani stavby mikrobialnich membran

Vsechny biologické membrany tvoii fluidni mozaika
proteinti a fosfolipidi. U nékterych organisml se na vy-
sledné struktufe povrchu biomembran podileji také steroly
a glyceridy. Zakladni slozkou vSech biomembran je fosfo-
lipidova dvojvrstva. Tyto membrany jsou amfipatické, coz
znamena, ze maji zaroven hydrofobni i hydrofilni domény.
Presto vSak lze nalézt mezi prokaryotickymi a eukaryotic-
kymi bunikami vyznamné rozdily ve slozeni bunééné mem-
brany. Bunééné membrany sloZzené predevsim z fosfatidyl-
glycerolu, cardiolipinu a fosfatidylserinu nachazime prede-
v§im u prokaryot, jejichz membrana byva siln¢ elektrone-
gativni. Dvojvrstvy bohaté na zwitterionické fosfolipidy,
fosfatidylethanolamin a fosfatidylcholin, maji oproti tomu
neutralni naboj a nachazime je predevs§im v savéi cyto-
plazmatické membrané. Sav¢i buniky a buiiky hub obsahuji
v cytoplazmatické membrané¢ navic jeSté steroly, které
u prokaryot rovnéz nenajdeme. Membrany lidskych bun¢k
jako napf. erythrocyty se skladaji prevazné z fosfatidyl-
cholinu, fosfatidylethanolaminu a sfingomyelinu. Pro srov-
nani ostatni sav¢éi buniky Casto obsahuji méné fosfatidy-
lethanolaminu, ale vice sfingomyelinu. Membrany bakteri-
alnich bunék maji oproti tomu mnohem niZ§i ndboj a jsou
tvofeny prevazné fosfatidylglycerolem a cardiolipinem,
které v savéich membranach témé&f nenalezneme’. Fos-
fatidylcholin a fosfatidylethanolamin za normalnich pod-
minek nemaji Zddny naboj. Mimoto analog fosfatidylcholi-
nu, sfingomyelin, obsahujici palmitoylovy zbytek ma také
neutralni naboj. V mnoha membranovych systémech je
zastoupeni fosfatidylcholinu a sfingomyelinu neptimo
spjaté. Také steroly, které jsou nalézany ve vétsi mite
u eukaryotickych organismil, jsou vétSinou neutralni. Na-
proti tomu hydroxylované fosfolipidy fosfatidylglycerol,
cardiolipin a fosfatidylserin udrzuji negativni naboj.
Z tohoto pohledu je zfejmé, ze naboj biomembran zavisi
na stechiometrii a usporadani fosfolipida.

Kationické antimikrobialni peptidy se znamou trojrozmérnou strukturou a jejich ID PDB (Identifika¢ni kody urcujici troj-

rozmérnou strukturu z databaze Protein Data Bank)®

Ptiklad peptidu Struktura Zdroj PDB ID
CA-MA a-helix synteticky 1D9J
Carnobacteriocin B2 o-helix Carnobacterium piscicola 1CW5
Magainin 2 a-helix Xenopus laevis 2MAG
v-1-P thionin B-list Triticum turgidum 1GPS
Ah-Amp 1 B-list Aesculus hippocastanum 1BK8
B-defensin 12 B-list Bos taurus 1BNB
Human defensin (HNP-3) B-list Homo sapiens 1DFN
Leucocin A B-list Leuconostoc gelidum 2LEU
Protegrin-1 (Pgl) B-list Sus scrofa 1PG1
Ac-AMP2 rozvolnéna Amaranthus caudatus IMMC
Indolicidin rozvolnéna Bos taurus 1G8&9
Thanatin smycka Podisus maculiventris 8TFV
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3. Mechanismy uéinku kationickych peptida

Mechanismus ucinku kationickych antimikrobialnich
peptidii je v soucasnosti aktivné studovan a mnozstvi do-
stupnych informaci stale roste. VéEtSina experimentd se
zaméfila primarn€é na interakce kationickych peptidi
s modelovymi membranovymi systémy. Dalsi studie jsou
vedeny s ohledem na celou mikrobidlni buiitku prednostné
vyuzivajici barviva citliva ke zméné membranového po-
tencialu a fluorescen¢né znacené peptidy. Tyto studie pro-
kazaly, ze vSechny antimikrobialni peptidy interaguji
s membranami a lze je rozdélit do dvou skupin: peptidy
rozkladajici membranu a ostatni. Alternativou k tomuto
pohledu je hypotéza, Ze kationické antimikrobialni peptidy
maji mnohonasobny uc¢inek na buiiku pocinaje permeabili-
zaci membrany, G¢inkem na bunéénou sténu az k mozné
inhibici syntézy makromolekul. Proto mechanismus u¢in-
ku zodpovédny za usmrceni bakterii a minimalni efektivni
koncentrace se lii u riiznych peptidi i bakterii''.

Mechanismus uc¢inku je zatim nejlépe prostudovan
u gramnegativnich bakterii. Po¢ate¢ni interakce peptidu
s bakterialni membranou spociva v elektrostatickych inter-
akcich mezi kationickym peptidem a anionickou vrstvou
lipidd ve vngjs§i vrstvé membrany vedouci k rozruSeni
membrany. Ukazuje se, Ze kationické peptidy maji vetsi
afinitu k lipopolysacharidiim (LPS) ve vné&jsi vrstvé mem-
brany gramnegativnich bakterii nez k pfitomnym dvou-
mocnym kationtim Mg*" a Ca®" (cit."?). Kationické pepti-
dy vytlaci tyto kationty od negativné nabitych LPS, coz
vede k lokalni destabilizaci ve vn&jsi membrané. To pod-
poruje tvorbu destabilizovanych oblasti, pies které se pep-
tid dostane vngjSi membranou v procesu oznacovaném
jako ,,vneseni do bunky podporované samotnym pepti-
dem“"®. Nyni je mozny piistup k cytoplazmatické membra-
né. Peptidy poté interaguji s vnéjsi vrstvou cytoplazmatic-
ké membrany. Rozdil mezi membranu naruSujicimi pepti-
dy a ostatnimi spociva v tom, jakym zplisobem tato reori-
entace vede k naruSeni integrity membrany nebo transloka-
ci peptida do cytoplazmy.

3.1. Peptidy naruSujici membréanu

Peptidy naruSujici membranu jsou obecné fazeny do
a-helikélni strukturni skupiny, ackoli ne v8echny a-heli-
kalni peptidy rozrusuji membranu. Naptiklad buforin, pep-
tid CP10A a analogy pleurocinu zfejmé primarné nenaru-
Suji membranu. Naruseni cytoplazmatické membrany je
vysvétlovano tfemi mechanistickymi modely: mechanis-
mus ,,sudové skruze®, mechanismus ,,micelarnich agrega-
ti* a ,,kobercovy* model’.

Model ,,sudové skruze* vysvétluje tvorbu transmem-
branovych poéru reorientaci amfipatickych peptidii kolmo
k membrané a kdy se zarovnavaji zpisobem, ve kterém
postranni hydrofobni fetézce sméfuji vné€ do lipidické vrst-
vy. Poléarni postranni fetézce smétuji dovniti. Tyto pory
umoziuji unikdni komponent cytoplazmatické membrany
a také naruSuji membranovy potencial. Hlavnim argumen-
tem hovoficim proti této hypotéze jsou nedostatky upred-
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nostilovaného tvaru port demonstrované Sirokou variabili-
tou vzristu vodivosti indukovanou peptidy v modelovych
membranach'.

V modelu miceldrnich agregatli se peptidy orientuji
a asociuji do micelarniho nebo shlukovitého uspotadani,
kterd zasahuji do membrany. Predpokladéa se, Ze kolaps
tohoto micelarniho agregatu mize vysvétlit translokaci do
cytoplazmy'?.

U alternativniho kobercového mechanismu se peptidy
nevmezefuji do membrany, ale sefazuji se paralelné
k dvojvrstve, setrvavaji v kontaktu s lipidovymi skupinami
a ucinné pokryvaji okolni oblast. Orientace peptidi vede
k lokalnim porucham ve stabilit€ membrany, coz ma za
nasledek tvorbu trhlin, vytékani slozek cytoplazmy, poru-
Seni membranového potencialu a ve vysledku dezintegraci
membrany'”.

Bez ohledu na to, ktery model je spravny, naruSeni
cytoplazmatické membrany ma za nasledek rychlou depo-
larizaci bunécné stény vedouci k bunéfné smrti, ktera
u nejaktivnéjsich peptidii nastava béhem 5 minut'’. Je tie-
ba zminit, Ze depolarizace membrany sama o sob& neni
jedinym letdlnim faktorem a doposud nebyly objasnény
vSechny faze vedouci od naruSeni membranové integrity
k samotné bunécné smrti. Dale je tfeba brat v uvahu, Ze
kazdy z vySe uvedenych modeli mize byt spravny
v zavislosti na zkoumaném peptidu. Nedavno bylo napf.
prokazano, ze nizké koncentrace cecropinu A, klasifikova-
ného jako lyticky peptid, indukuji u bakterii zmény
v transkripci'’. Jiné studie prokazaly, Ze magainin 2 se
muze translokovat ptfimo do cytoplazmy bakterii. Ackoliv
uplny dosah téchto jevi jesté nebyl zcela objasnén, vse
nasvédcéuje pro ucast téchto peptidi v mechanismech, kte-
1é nesouvisi s naruienim membrany'®.

3.2. Jiné mechanismy ucinku

U peptidl, které nenarusuji bunéénou mebranu, se
predpoklada ptsobeni na cile v cytoplazmé. Membranova
translokace je nyni nejcastéji pripisovana procesim po-
dobnym mechanismu micelarni agregace poprvé prokaza-
ném u zabiho antimikrobidlniho peptidu buforinu II, spise
nez vznikem rozsahlych membranovych poruch, prasklina
v membrané je docasna a ke zméné propustnosti membra-
ny nedoslo". Dalsi studie provadéné s eukaryotickymi
bunikami prokézaly, ze peptidy s vysokym obsahem argini-
nu maji schopnost projit pfes buné¢nou i jadernou mem-
branu a mohou slouzit jako pienasece navazanych latek™.
Pokud peptid piejde pres bunéénou membranu, predpokla-
da se u kationickych peptidi interakce s DNA, RNA anebo
celularnimi proteiny a nasledna inhibice funkce téchto
molekul. Tato interakce byla prozatim demonstrovana
pouze u pokusil in vitro a v ostatnich studiich byla proka-
zana inhibice syntézy makromolekul po puisobeni subletal-
nich koncentraci peptidu®'>. Pro doplnéni, u uréitych
peptidic bylo rovnéz prokazano plsobeni na specifické
enzymy. Pyrrhocoricin, hmyzi peptid bohaty na aminoky-
selinu prolin, se vaze na heat-shock protein DnakK, coz
zabrafiuje spravnému sbaleni proteinti®’, naproti tomu
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mersacidin izolovany z kmene Bacillus se vaze na lipid II,
coz vede k zabranéni syntézy peptidoglykanu®. Tyto pep-
tidy ztraceji svou aktivitu mnohem pomaleji neZ membra-
nov€ aktivni peptidy, u kterych je jejich antimikrobidlni
G&inek patrny v prab&hu minut***’. U pyrrhocoricinu byla
schopnost zasahovat do sbaleni proteinu pozorovana zhru-
ba po hodin¢ a patrna lyze buriky po ptisobeni mersacidinu
byla zaznamenana aZ po 3 hodinach**.

4. Vztah mezi strukturou antimikrobialnich
peptidi a jejich aktivitou

K diskusi byl pro kazdou skupinu vybran reprezenta-
tivni zastupce.

4.1. Peptidy se strukturou pB-listu

Pro tuto skupinu peptidii je charakteristicka struktura
B-listu stabilizovana disulfidovymi mustky. U vétsich pep-
tidl z této strukturni rodiny mohou byt rovnéz zastoupeny
menSinové helikalni segmenty. Asi nejlépe chrakterizova-
né peptidy se strukturou B-listu jsou malé peptidy tachy-
plesiny se 17—18 aminokyselinami izolované z krevnich
bund&k japonského kraba Tachypleus tridentatus™. Tachy-
plesiny predstavuji vhodny zékladni model téchto antimi-
krobidlnich peptidd pro studie objasnujici vztah mezi
strukturou a aktivitou vzhledem k jejich malé velikosti a
moznosti objasnéni jejich struktury pomoci vysoce rozliso-
vaci '"H NMR. Tachyplesin I vykazuje stfedni antimikrobi-
alni aktivitu (<12,5 pg ml™' MIC u Escherichia coli K12)
a zaroveii vysokou afinitu k lipopolysacharidam®**’. I pres
to, ze struktura tachyplesinil a jejich aktivita in vitro je
pomérn¢ dobfe zndm4, presny mechanismus jejich antimi-
krobialniho G¢inku je nejasny. Tachyplesiny sice vykazuji
vysokou afinitu k LPS, avSak pfedpoklada se, Ze intracelu-
larni cile rovnéz existuji. Ukazalo se, ze se tachyplesin I
dokdze navézat do mensiho zlabku DNA™. Jiné studie
zamé&fené na strukturné piibuzny peptid polyphemusin I
ukazuji, ze efektivné indukuje prechod ptes cytoplazmatic-
kou membranu, ale nezpusobuje vyplavovani calceinu
v membranovych studiich™. Z toho vyplyva, Ze tyto anti-
mikrobialni peptidy sice silné narusuji stabilitu lipidové
membrany, které vede k usporadani peptidd podél dvoj-
vrstvy, ale nevytvaieji se dlouhodobé poéry nebo trans-
membranové kandly, takze zfejmé€ mohou fungovat mice-
larnim nebo podobnym mechanismem?®.

Nekolik strukturnich studii se zaméfilo na souvislost
mezi pritomnosti disulfidovych mistkd a antimikrobialni
aktivitou. Linearizace peptidi bylo docileno pfiddnim
latek chranici —SH skupiny”' ™ a substituci jednotlivych
aminokyselin®**,  Napiiklad  linearni  tachyplesin
s navazanymi ochrannymi acetamidomethylovymi skupi-
nami vykazoval snizenou antibakterialni i antiviralni akti-
vitu a zdroveil bylo redukovdno uvoliovani calceinu
z modelovych membran®'**. Calcein znamy rovnéz jako
fluorexon je fluorescencni barvivo, jehoz acetomethoxyde-
rivat miize byt transportovan pies bunéénou membranu do

351

Referat

bundk a umoznuje testovat Zivotaschopnost buiiky>>*. Ve
studiich vyuzivajici liposomy a planarni lipidové dvojvrst-
vy bylo prokazano, Ze linearni analoga naprosto postradaji
schopnost ptvodniho peptidu prejit pres membranu’>.
Analogy tachyplesinu linearizované substituci aminokyse-
lin se chovaly podobné jako pfedchozi. Z téchto pokust je
patrné, ze ackoliv stabilizujici disulfidové mustky tachy-
plesinu nejsou absolutné nezbytné pro jeho antimikrobialni
aktivitu, pro pfechod pfes membranu modelovych systémi
jsou nepostradatelné. Vzhledem k pozorovanym rozdilim
v permeabilizaci membrany a jejimu rozruseni lze predpo-
kladat, Ze mechanismus antimikrobialniho U¢inku ptivod-
niho a linearizovaného peptidu se 1isi*>.

Nedavno byly pomoci 'H NMR objasnény zakladni
rozdily ve struktufe tachyplesinu v roztoku a vazaného na
micelarni struktury®’. Interakce tachyplesinu s micelami
spousti konformaéni zmény, které¢ vedou k ohybani mole-
kuly peptidu kolem centrédlni aminokyseliny argininu sou-
Casné s poodkrytim postrannich hydrofobnich fetézcu.
Linearni analog tachyplesinu, u n¢hoz byly cysteiny nahra-
zeny tyrosinem, v roztoku zaujimaly nahodnou konforma-
ci, avSak po navazani na micely byla vysledna konformace
vyrazné¢ odliSnd od nemodifikovaného tachyplesinu.
Z toho je ziejmé, ze disulfidové mustky se zna¢nou mérou
podili na stabilit¢ molekuly, jejiZ interakce s membranou
je podminéna ohybem molekuly. Tato strukturni flexibilita
ziejme umoziuje molekule peptidu pechod pres bunécnou
membranu, a¢ se pivodné predpokladalo, ze -vlasenkova
struktura je rigidni®.

4.2. Peptidy s a-helikalni strukturou

Pro tuto skupinu peptidll je charakteristickd o-heli-
kélni konformace. Casto je v centru molekuly patrny ohyb.
V jedné studii bylo prokazano, zZe toto zaktiveni bylo utlu-
menim hemolytické aktivity zasadni pro selektivitu pepti-
du®®. Za nejlépe charakterizované zastupce této skupiny
povazujeme magaininy izolované z kiize africké zaby Xe-
nopus laevis. Magainin 1 a 2 sestavaji z 23 aminokyselin
a vykazuji antimikrobialni ucinek stfedni intenzity (MIC
proti E. coli 50 ug ml™')*. Struktura magaininu 2 byla
uréena pomoci '"H NMR v piitomnosti SDS micel. Peptid
zaujima o-helikdlni konformaci a mirnym ohybem mezi
12. a 13. aminokyselinou*’.

Antimikrobialni u¢inek magaininu se pfipisoval se-
lektivni permeabilizaci bakterialni membrany, ktera vede
k vykyviim v membranovém potencialu*'. Predstava toho-
to mechanismu je dale podpofena pozorovanim, Ze nejsou
patrné rozdily v ucinku mezi D- a L-enantiomery peptidu,
coz vylucuje moznost chiralniho receptoru nebo enzymu
jako cile*>™®. Provedené experimenty sméfuji k vysvétleni
mechanismu G¢inku magaininu pomoci micelarniho mode-
lu, kde magainin interaguje se zaporn¢ nabitymi fosfolipi-
dy, spontanné vytvaii docasné pory v membrang, které po
kolapsu membrany umozni peptidu prejit do vnitini vrst-
vy**. Tento ptedpoklad demonstruji pokusy s modelo-
vymi systémy a depolarizace membrany v pfitomnosti

. . 46,47
magaininu byla zaznamenana u E. coli™""'.
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Spolu s objevem a-helikdlnich magainini byl studo-
van vztah mezi strukturou peptidi a jejich aktivitou. Z N-
terminalniho zkraceni magaininu 2 je ziejmé, ze prvni tfi
zbytky nehraji kliCovou roli v antimikrobidlni aktivité,
avsak delece Ctvrté aminokyseliny vyrazné snizuje antimi-
krobiélni piisobeni a dalsi odstranéni paté a Sesté aminoky-
seliny vede k iplné ztraté antimikrobidlni aktivity. Pfedpo-
klada se, ze zkraceni peptidu na mén¢ nez 20 aminokyselin
vede v kone¢ném vysledku k tomu, Ze peptid neni schopen

preklenout lipidovou dvojvrstvu, a to vysvétluje
z mechanického hlediska sou€asnou ztratu antimikrobialni
aktivity®.

Interakce kationickych peptidii s negativné nabitym
povrchem bunék je nutnym prvnim krokem u obou typt
mechanismi. Zustava klicovym tkolem objasnit sily, které
vedou k pfiznivé interakci peptidu s bunéénou membranou
stejné jako se presveéddit, jestli jsou k sobé ptitahovany
pouze elektrostatickymi silami. Piinos naboje k aktivité
magaininu 2 byl zkouman s pouzitim analog s liSicim se
kladnym nabojem*’. Bylo zji§téno, e zvy3eni naboje k +5
doprovazi zvySeni antimikrobialni aktivity. DalSim zvyse-
nim naboje k +7 se nezménila maximalni aktivita zjisténa
pii naboji +5, avSak zvysila se hemolyticka aktivita. Zaji-
mavé je, ze v experimentech pouZzivajici modelové mem-
brany tvofené anionickym lipidem fosfatidylglycerolem se
zjistilo, ze zvySeni naboje peptidu vede ke snizeni schop-
nosti proniknout membrénou. To je pravdépodobné dusle-
dek soucasného snizeni hydrofobicity, které doprovazi
zvyseni naboje®.

4.3. Peptidy s rozvolnénou strukturou

Peptidy s rozvolnénou strukturou postradaji klasickou
sekundarni strukturu, zpravidla v disledku vysokého za-
stoupeni prolinu a glycinu. Ve skutecnosti tyto peptidy
nevytvareji svou finalni strukturu intramolekularnimi vodi-
kovymi vazbami, ale pomoci vodikovych vazeb a van der
Waalsovych interakci s membranovymi lipidy. Ze zastup-
cu této skupiny lze jmenovat ptirozené se vyskytujici indo-
licidin®®, Ac-AMP2 (cit.>") nebo syntetické peptidy Pw2
(cit.’*) nebo tripticin®. Asi nejlépe charakterizovanym
zastupcem této skupiny kationickych antimikrobialnich
peptidil je indolicin bohaty na tryptofan a prolin. Indolicin
byl izolovan z cytoplazmatickych granuli lidskych neutro-
filt, sklada se ze 13 aminokyselin s amidovanym C-
koncem. Mezi témito 13 aminokyselinami je tryptofan
zastoupen v 5 piipadech, coz z indolicinu déla peptid
s nejbohat$im znamym zastoupenim tryptofanu>*. Konfor-
mace indolicinu zavisi na okolnim prostiedi. Struktura indo-
licinu byla determinovana s vyuzitim metody 'H NMR
v micelach tvofenych SDS nebo zwitterionickym dodecyl-
fosfocholinem (DPC)®. V obou lipidovych prostiedich
molekuly indolicinu zaujimaji rozvolnénou konformaci,
ackoli v neutralnich DPC micel4ch zaujimé molekula vice
ohnutou strukturu diky pfitomnosti dvou poloohybi
u patého a osmého aminokyselinového zbytku. U indoli-
cinu byla zaznamendna stfedni antimikrobialni aktivita
MIC 10 pg ml™ proti E. coli)’®, aviak ve srovnani
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s ostatnimi peptidy napf. s vlasenkovou strukturou
(tachyplesin) nema vyraznou afinitu k LPS*’.

Antimikrobialni mechanismus indolicinu doposud
nebyl uspokojivé vysvétlen. Pfedpokladalo se, ze indolicin
zpusobuje naruSeni cytoplazmatické membrany vytvaie-
nim kanali zménou membranového potenciélu56. Tato
hypotéza byla obecn¢ pfijimana vzhledem k malé velikosti
indolicinu, ktera by umoziovala jeho piechod skrz biolo-
gickou membranu>. Avsak v experimentech s celymi buii-
kami, kdy bylo usmrceno vice nez 99 % bakterii, se nepro-
kazala schopnost indolicinu Upln€ depolarizovat cyto-
plazmatickou membranu E. coli’® ani S. aureus®, coz ho-
voii proti predpokladanému mechanismu rozpadu mem-
brany. Ackoli u E. coli mize indolicin zfejmé jako dusle-
dek inhibice syntézy DNA zpusobit filamentaci, coz uka-
zuje na to, Ze prechod pies membranu ziejmé probiha®.
Ve shod¢ s modelem micelarnich agregati vysvétluji me-
chanismus uc¢inku indolicinu ob¢ hypotézy, kdy vytvafeni
neobvyklych transmembranovych kanald pti kolapsu bun-
ky vede ke vniknuti peptidu do cytoplazmy®.

Pti pokusech s modelovymi membranami se prokaza-
lo, Ze indolicin neni efektivni pii pfechodu pfes membranu
a predpoklada se, Ze je u bakterii nutny membranovy gra-
dient alespoit —140 mV k tomu, aby translokace mohla
probéhnout. Pro pochopeni strukturnich podminek pro
antimikrobidlni ptisobeni indolicinu bylo syntetizovano né-
kolik analog. Do popfedi zdjmu se dostala dv€ analoga, CP-
11 se zvysenym kladnym nabojem a CP10A, u které¢ho byly
vSechny proliny nahrazeny alaninem, a kterd vykazovala
vys$si aktivitu na grampozitivni i gramnegativni bakterie.
U peptidu CP-11 vedlo zvySeni naboje ke snizeni schop-
nosti vmezefit se do membranové vrstvy, k uvoliovani
calceinu a bez membranového potencialu k pfechodu pres
membranu témét nedoslo. V pripadé modifikovaného pep-
tidu CP10A doslo ke zvySeni schopnosti zalenéni se do
membranu, zatimco uvoiovani calceinu bylo snizeno®'.
Strukturalni analyza pomoci '"H NMR odhalila, Ze substi-
tuce prolinu alaninem znemoZiiuje peptidu CP10A zauj-
mout pii priblizeni membrané helikalni konformaci na
rozdil od piivodni rozvolnéné struktury indolicinu®>®*. Zda
se tedy, Ze u skupiny indolicin zpusobuji zmény
v aktivité peptidd pfedev§im konformacni zmény spise nez
zmény naboje ¢i hydrofobicity. Zména konformace
z rozvolnéné struktury na helikalni vedla k intenzivnéjsi-
mu zaclenénovani do membrany a piechodu, coz ma za
nasledek lepsi pristup do cytoplazmy a zde umisténym
intracelularnim ciltim®.

4.4. Peptidy se strukturou smycky

Pro tuto tfidu peptidd je charakteristicka smyckova
struktura, ktera je dana pfitomnosti jednoduché vazby
(disulfidové, amidové nebo isopeptidové). Zastupcem
s podrobné objasnénou strukturou je thanatin skladajici se
z 21 aminokyselinovych zbytkd, ktery byl izolovan z brou-
ka Podiscus maculiventris®. Podrobna struktura thanatinu
popsana pomoci 'H NMR potvrdila antiparalelni B-list
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tvofeny aminokyselinovymi zbytky 8-21 a stabilizovany
disulfidovym mistkem mezi zbytky 11 a 18 (cit.*).
U thanatinu byla zaznamenéna vedle mirné antibakterialni
aktivity proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim
rovnéz aktivita antifungalni, coz je srovnatelné s aktivitou
peptidi se strukturou B-listu.

Ackoli ptesny mechanismus Gc¢inku thanatinu dosud
nebyl objasnén, predpoklada se, ze cilem neni cytoplazma-
tickd membrana. Mechanismus usmrceni bakteridlnich
bun€k zfejm€ zavisi na konkrétnim mikroorganismu,
zvlasté s prihlédnutim k faktu, ze ackoli D- i L-enantiomery
jsou stejné aktivni proti grampozitivnim bakteriim a plis-
nim, L-thanatin vykazuje aktivitu pouze na gramnegativni
bakterie. Toto nasvédCuje tomu, Ze u gramnegativnich
bakterii se vyvinul stereospecificky cil typu receptoru,
zatimco u grampozitivnich bakterii a mikroskopickych
vlaknitych hub dominuji nespecifické interakce. Studie
veénujici se zavislosti aktivity peptidu na struktufe odhalily,
ze zkraceni C-terminalniho konce nebo N-terminalniho
konce o vice nez tfi aminokyseliny vyznamné redukuje

aktivitu izolovaného smy&kového useku peptidu®.

5. Rezistence vi¢i antimikrobialnim peptidum
5.1. Konstitutivni rezistence

Konstitutivni rezistence vici antimikrobialnim pepti-
dim byla pozorovéna u bakterii rodu Proteus, Serratia
a Casto i Pseudomonas. Jednim z moznych divodd této
rezistence je elektrostaticka afinita mezi antimikrobialnimi
peptidy a bakterialni sténou. Dalsi moznou pfic¢inou rezis-
tence muze byt nevhodny energeticky metabolismus nebo
rustova faze mikroorganismu. Opouzdiené bakterie jsou
Casto rezistentni nejen k antimikrobidlnim peptidim, ale
rovnéz k opsonizaci ¢i fagocytdze. Tvorba bakteridlniho
pouzdra nebo biofilmu zvySuje rezistenci jak
k antimikrobialnim peptidiim, tak k syntetickym antibioti-
kim, coz je typické pro rody a druhy bakterii Klebsiella,
Haemophillus, Legionella, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus a Bacillus anthracis'.

5.2. Adaptivni rezistence

Salmonella typhimurium pteziva v makrofazich diky
zménam vnéjsi membrany, navic produkuje proteasy, které
snadno rozlozi antimikrobialni peptidy. Produkce proteas
poskytuje rezistenci i bakteriim jako Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Yersinia a Streptococcus pneumo-
niae. Haemophillus influenzae Casto exprimuje vysoké
mnozstvi fosfatidylcholinu, jez imituje fosfatidylcholin
v sav€ich membranach, diky tomu na n¢j antimikrobidlni
peptidy netcinkuji. Zména fluidity, potencialu a slozeni
bakterialni stény vede také k rezistenci vici antimikrobial-
nim peptidim. Ptikladem mize byt modifikace fosfatidyl-
cholinu (inkorporace D-lysinu do fosfatidylcholinu) nebo
kyseliny lipoteichoové (inkorporace D-alaninu) vedouci
k redukci negativniho néboje a rezistenci k antimikro-
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bidlnim peptidim. Za rezistenci mohou byt zodpovédné
rovnéZ genetické mutace. Kuptikladu mutace genu mur B
vede ke zméndm struktury peptidoglykanu u kmene Sta-
phylococcus aureus a vysledné rezistenci k pusobeni né-
kterych antimikrobialnich peptidi. U pathogenu Neisseria
gonorrheae bylo rovnéZ pozorovano zpétné vylouceni
peptidi, které do buiiky jiz pronikly'.

6. Perspektivy praktického vyuziti
antimikrobialnich peptida

Hlavni motivaci pro vyvoj peptidii s terapeutickym
ucinkem spociva prevazné v jejich riznych zplsobech
aplikace. Efektivni mtize byt jejich samotny antimikrobial-
ni nebo imunomodula¢ni ¢inek nebo mohou pisobit sy-
nergicky s jiZz zndmymi antibiotiky. Antimikrobidlni pepti-
dy vykazuji aktivitu vici Sirokému spektru mikroorganis-
mu a ackoliv jejich U€inek neni tak silny jako u bézné pou-
zivanych antibiotik, jejich hlavni vyhodou je jejich antimi-
krobialni efekt na multirezistentni kmeny. Ackoli interakce
peptidii s cytoplazmatickou membranou je zjevna a nékte-
ré peptidy maji schopnost narusit membranu jiz pfi jejich
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), u nékterych pepti-
di byl prokdzan jejich piechod pies cytoplazmatickou
membranu a nasledny vliv na intracelularni procesy
v buiice. Minimalni inhibi¢ni koncentrace a minimalni
baktericidni koncentrace jsou ¢asto velmi podobné, coz
naznacuje, ze antimikrobidlni peptidy maji v drtivé vétsing
baktericidni U€inek. Vedle toho na antimikrobialni peptidy
nevznika rezistence tak Casto a snadno jako na klasicka
antibiotika, a proto se stdvaji vyznamnymi Cinitely v boji
proti multirezistentnim kmenim Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa. Avsak existuji i mikroorganis-
my, které jsou vici antimikrobidlnim peptidim pfirozené
rezistentni, napt. Burkholderia, Proteus nebo Serratia sp.65.

Pocatecnim bodem pro vyvoj novych peptidovych
preparatl je jejich izolace z pfirodnich zdroji a nasledna
modifikace jejich struktury. Timto vyzkumem se zabyva
napf. spolecnost Micrologix (http://www.migenix.com),
v minulosti se mu rovnéz vénovaly dnes jiz neexistujici
spole¢nosti Magainin Pharmaceuticals a IntraBiotics. Mezi
peptidové preparaty ,,prvni generace™ se fadi napf. pexi-
ganan odvozeny z magaininu 2 nebo IB 367 odvozeny
z praseCiho protegrinu. Vyvoj téchto preparati byl poza-
staven, nebot’ se neprokdzala ocekdvand tcinnost nebo byl
preparat shledan piili§ toxickym. Jeden z preparati, ktery
byl uspésny ve tieti fazi klinickych zkousek, je MX-226
(Migenix) odvozeny z peptidu na bazi indolicinu. Tento
preparat byl vyvinut pro prevenci kontaminace Zilnich
katétrti a vykazoval 49% pokles infekei a 21% pokles ko-
lonizace katétri. DalSim UspéSnym preparatem je
MX594AN na bazi indolicinu (Migenix) uréeny pro 1écbu
mirného az stfedniho akné. Z dalSich preparatti 1ze jmeno-
vat napt. Pexiganan v podobé krému pro 1é¢bu impetiga
a koz(gi(cﬁh viedi nebo Iseganan v podobé ustniho roz-
toku™>>™.
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7. Zavér

Ackoli mnozstvi antimikrobialnich peptidl, jejichz
chemicka struktura jiz byla objasnéna, stale roste, pocet
peptidii s presné znamou strukturou je stale relativné maly.
Analyzy, které zkoumaji vztah struktury a aktivity, proza-
tim odhalily dvé hlavni podminky pro antimikrobialni
aktivitu — kladny naboj a indukovanou amfipatickou kon-
formaci. Ve skutecnosti jsou zfejmé nutné i zmény konfor-
mace na aktivnéjsi strukturu. Tfeba u tachyplesinu s -
vlasenkovou strukturou se piedpokladalo, Ze jeho struktura
zustava rigidni, avSak v lipidovém prostiedi dochazi
k vyraznym zmé&ndm ve struktufe. Studie zkoumajici me-
chanismus UcCinku se zaméfily primarn€ na chemické
a strukturni vlastnosti peptid{i, na ostatni faktory jiz méné.
Specialné komponenty membran mohou mit vyznamny
vliv na antimikrobialni aktivitu peptidd. Lze zminit pfede-
v§im lipidy, jejichZ rozmanitost u riiznych mikroorganis-
mu muze uspokojivé vysvétlit rozdily v aktivité peptida
u jednotlivych bakterialnich druhti.

Seznam zkratek

DPC dodecylfosfocholin

LPS lipopolysacharidy

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
PDB databaze Protein Data Bank
SDS sodiumdodecylsulfat

VSV virus vesikularni stomatitidy

Tato studie byla podpoiena granty GA CR
522/09/1693, MSM 60461375, GA CR 305/09/H008.
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Antimicrobial peptides (AMPs) are an important
component of natural defence of most living organisms
against invading pathogens. AMPs are mostly cationic and
amphipathic peptides (mol. weight <10 kDa) of variable
length, amino acid sequence and structure. In the past two
decades several AMPs have been isolated from a wide
variety of animals, both vertebrates and invertebrates, and
plants as well as from bacteria and fungi. The peptides
exhibit a broad-spectrum antimicrobial activity against
a wide range of microorganisms including Gram-positive
and Gram-negative bacteria, protozoa, yeasts, fungi and
viruses. A few peptides are also cytotoxic to sperm and
tumour cells. AMPs are classified by three-dimensional
NMR structure analysis. To date, a number of AMPs have
been chemically characterized. Structure-activity studies
reveal two main requirements for antimicrobial activity —
a positive charge and an induced amphipathic confor-
mation. AMPs are excellent candidates for novel antimi-
crobial agents; a few peptides have undergone clinical
trials.



