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Predmétem fedeni jsou syntetické analogy obecného
vzorce (I-A), v nichZ a je Gly, Lys, B-Ala; b je Met, Leu,
Nle, Ile, Trp, Vla,Phe; c je Ser, Lys, Arg, Om; d je Ser,
Lys, Arg, Om; € je Leu, Nle, Ile, Trp, Val, Phe; f je Met,
Leu, Nle, Iie, Trp, Vla, Phe; g je Leu, Nle, Ile, Trp; h je
Lys, Arg, Om, Ala; i je Lys, Arg, Om, Ala; j je Ile, Leu,
Nle, His; k je Lys, Arg, Orn, Ala; pfi¢emz aminokyseliny
ve viech uvedenych polohach mohou byt i v konfiguraci
D, a jejich pouziti k 1é¢eni topickych infekci
zpusobenych patogennimi bakteriemi ¢i kvasinkami.

a-llc-b-c-d-e-f-Lys-Lys-g-h-i-j-Ile-k-Lys-NH;
(1-A)
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Antimikrobialni peptidy a jejich pouZiti pro 1é¢bu topickych infekei Py Roif -2 aY

Oblast techniky

Vynalez se tykd peptidi obecného vzorce (I-A) a jejich pouziti k1écbe infekenich
onemocnéni zplisobenych riiznymi patogennimi bakteriemi a kvasinkami rodu Candida, a to
ptedeviim topickych infekci jako jsou obtizng se hojici rany a koZni defekty, infekee sliznice,
ale i infekce katetrd, kloubnich ndhrad a implantovanych materialii, jejichz velmi Castou

pfi¢inou je tvorba mikrobidlnich biofilma.

Dosavadni stav techniky

Infekce je zavaznou komplikaci hojeni akutnich i chronickych ran. K nasledné chronicité rané
infekce prispiva tvorba biofilmu [Rulik a spol., 2011] vedouci k chronické inflamaci spodiny
rdny zastavujici hojeni rdny a napomahajici §ifeni infekce [Bjarnsholt, 2013]. Biofilm
predstavuje strukturované spole¢enstvi mikrobiélnich kmeni pfisedlych ke spodin€ rany nebo
pfisedlych na povr$ich umélych implantatd jako jsou kloubni ndhrady a osteosyntézy,
materialf jako jsou fixa¢ni tmely, nebo na katetrech zavedenych do t&la pacienta. Biofilm se
vytvai i v souvislosti se zubnim povlakem, mo€ovymi infekcemi, infekcemi oci a infekcemi
zvukovodu &i stfedniho ucha. Celkové se biofilm podili pfiblizng na 80 % vSech infekci ve
zdravotnictvi. Mikroorganismy Zijici v biofilmech jsou obaleny matrici, kterd je tvofena
extracelularnimi polysacharidy, alginaty a dal§imi substancemi [Bjarnsholt a spol., 2013].
Diky této matrici jsou mikroorganismy chranény pfed ptisobenim antibiotik, antiseptik a i
proti imunitnimu systému organismu. Ve stadiu zralého biofilmu, kdy mikroorganismim
hrozi vy&erpéani Zivin, se biofilm zagne ¥zen& rozpadat v mensi celky, a mikroorganismy se
z biofilmu uvolni a $i¥i se do blizkého i vzdaleného okoli, kde zplsobuji dalsi zavazné
komplikace. Lé¢ba topickych infekci jak chronickych ran, tak i infekei zplsobenych
ptisedlymi biofilmy na umélych materidlech je velmi obtiZn4 a nésledky jsou alarmujici. Nase
imunitni obrana vi&i mikroorganismim v biofilmu neni dostate¢nd a nevhodné pouZiti
topickych antibiotik &i antiseptik vede k tvorb& rezistentnich kment, které preristaji kmeny
citlivé. Abychom dosahli efektivni lokalni terapii zpiisobené infekci v biofilmu, je zapotfebi
pouzit kombinaci mechanického debridementu a terapii GCinnym Sirokospektrym
antiseptikem a daldimi latkami, které pronikaji dovnitf biofilmu, kde zabijeji bakterie &i

blokuji tvorbu biofilmu. Jednou z moznosti je vyuZiti komeréné dostupnych terapeutickych



kryti zaloZenych na lokalnim pdsobeni ionti stfibra (Aquacel Ag+Extra) nebo na polymernich
praskovych materialech vytvatejicich v rang idedlni vihkost, kterd podporuje optimalni

&innost bunék a regeneraci postizené tkané (Altrazeal).

Uritou moznosti jak zvysit terapeuticky potenciél lokalni terapie infikované rany Ci zabranit
usazeni infekce na povrchu umélého materidlu je pouziti antimikrobidlnich peptidd (AMP)
[Zasloff, 2002]. Je zndmo, ¢ AMP zabijeji bakterie zcela odliSnym mechanismem neZ
tradi¢ni antibiotika a pfi tom nevytvafeji bakterilni rezistenci [Zasloff, 2002], a proto jsou
uvazovany jako dopln&k tradi¢nich antibiotik nebo jejich nahrada [Hancock a Sahl, 2006;
Toke, 2005; Giuliani a spol., 2007, Zaiou, 2007; Oyston a spol., 2009; Baltzer a Brown, 2011;
Yeung a spol., 2011; Cefovsky, 2014]. Nyni zde ptedkladané, nové objevené vysoce uginné
AMP se nabizeji jako vhodné, synteticky dostupné latky k eradikaci infekce, pfipadné
k prevenci vzniku infekéniho loZiska, a to v kombinaci s komeréné dostupnymi materialy
pouZivanymi pro kryti infikovanych ran, nebo ve smési s nosi¢i pouZivanymi v ortopedii pro
1é¢bu infekci kosti, ¢ ve smési se syntetickymi polymernimi materidly pouZivanymi

napfiklad v ortopedii jako tmely (polymetylmetakrylét) pro fixaci kloubnich néhrad.

Antimikrobidlni peptidy byly identifikovany prakticky v celém spektru ZivociSné a rostlinné
fi%e. V #i8i hmyzu naptiklad pfedstavuji prave takové peptidy hlavni prostfedek obrany proti
mikroorganismiim [Cefovsky, 2014; Otvos, 2000]. Tyto peptidy jsou schopny velice rychle
zabijet bakterie a nékteré dalsi mikroorganismy jako kvasinky a plisn€, a to mechanismem
zeela odlisnym, neZ jaky je znam v pfipadé b&Zné uzivanych antibiotik. I kdyZ zminény
mechanismus je$té neni zcela objasnén, v podstaté spocivad v naruSeni bunéné membrany
mikroorganismil tvorbou transmembranovych périi nebo iontovych kanald, ¢i rozpadem celé
mikrobialni obalky. Nasledny unik metabolit a dal3ich nitrobun&nych komponent zpiisobi
zanik mikroorganismu [Oren a Shai, 1998; Yeaman a Yount, 2003; Nguyen a spol., 2011].
Obecné je téZ zndmo, Ze antimikrobidlni peptidy u bakterii nevyvoldvaji resistenci, ktera je
zndma u doposud pouZivanych tradi¢nich antibiotik. Zvla$tni skupina peptidd
s antimikrobialnim G&inkem se nachazi v jedu hmyzu ¥fadu Hymenoptera [Kuhn-Nentwig,
2003].

V piirodé je antimikrobialni G¢inek peptidi isolovanych z jedu vos, vel, ¢melékd a mravenci
vétdinou sekundarni, jejich hlavni Gloha spo&iva spie v toxicit& &i vyvoléani bolesti a zangtu,

jako tfeba u peptidd pat¥icich do skupiny mastoparand [Cefovsky a spol., 2008]. Nicmén&
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antimikrobialni u¢inek peptidi isolovanych napiiklad zjedu primitivnich vcel je znalny a
vzhledem k tomu, Ze se jedna o peptidy synteticky snadno dostupné, 1ze uvaZovat o vyuZiti
takovych peptidd i v praktické medicing. V soulasné situaci, kdy pfekonavani resistence
bakteridlnich patogenii a kvasinek va¢i tradi¢nim antibiotikim ¢&i b&éznym antifungalnim
ptipravkim vyZaduje hledéni stale novych typt antimikrobialnich latek, jsou antimikrobidlni

peptidy velmi perspektivni.

Piirodni peptid nazvany hylanin byl ptivodng isolovan z jedovych véackid voln€ Zijicich

solitérnich véel Hydaeus signatus a jeho sekvence byla stanovena nésledovng:
H-Gly-1le-Met-Ser-Ser-Leu-Met<k-yshas-Low-Ada-Ala-His-Ile-Ala-Lys-NH;

Na zakladé takto stanovené sekvence byl hylanin p¥ipraven metodou syntézy na pevné fazi a

poté byla testovana jeho antimikrobialni aktivita.

Synteticky pfipraveny hylanin vykazoval vysokou aktivitu proti Micrococcus luteus a
Bacillus subtilis, byl oviem mélo aktivni proti patogennim bakteriim Staphylococcus aureus a
Pseudomonas aeruginosa, a vykazoval jen mirnou aktivitu proti kvasince Candida albicans.
Sou¢asné vsak mé&l velmi nizkou hemolytickou aktivitu, kterd je mirou toxicity vici

eukaryotickym buiikdm.

Priméarni funkce hylaninu v pfirodé neni znama, jednd se o peptid s dosud nepopsanymi
biologickymi uginky. Je vSak obecn® znamo, Ze peptidy izolované zjedu hmyzu fadu
Hymenoptera vykazuji antimikrobidlni a antifungédlni Uginky, piipadn€ zabijeji buiiky

protozoalnich parazitd, nebo i n€které rakovinné buriky.

Podstata vynélezu

Nyni bylo ptekvapivé zjisténo, Ze cilenou obménou aminokyselinového sloZeni, ktera
zahrnuje vicero aminokyselin v sekvenci, lze ziskat analogy hylaninu, majici silny u¢inek
nejen proti patogennim stafylokokam, ale téZz proti Gram-negativni bakterii Pseudomonas
aeruginosa, a nadto i proti kvasince Candida albicans. Nékteré z téchto analogii maji dobrou

tiginnost i viidi dalsim patogennim kvasinkdm rodu Candida.

Vyznamny antimikrobidlni u¢inek ptedklddanych analogii byl prokdzén téZ b&hem jejich

piisobeni na mikrobialni biofilmy in vitro, tvotené C. albicans, P. aeruginosa nebo S. aureus.
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V téchto piipadech byl G&inek analogl sledovan jako ztrata metabolické aktivity

mikrobiglnich bun&k uvnitf biofilmu a to za vyuZiti slou€enin 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfofenyl)-2 H-tetrazolium-5-karbox anilid (XTT) nebo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
difenyl-2H-tetrazolium bromid (MTT). V pfipadech pouZiti n€kterych analogi byl tbytek

metabolické aktivity mikrobidlnich bungk srovnatelny s poklesem, pozorovanym po aplikaci

b&zné pouZivanych antifungalnich latek ¢&i antibiotik a n€kdy ho dokonce pfevySoval.

Predmétem vyndlezu jsou antimikrobidlni peptidy obecného vzorce

a-lle-b-¢-d-e-f-Lys-Lys-g-h-i-j-Ile-k-Lys-NH; (I-A),
v nichz
a je Gly, Lys, B-Ala
b je Met, Leu, Nle, Ile, Trp, Val, Phe
¢ je Ser, Lys, Arg, Om
d je Ser, Lys, Arg, Orn
e je Leu, Nle, Ile, Trp, Val, Phe
f je Met, Leu, Nle, Ile, Trp, Val, Phe
g je Leu, Nle, Ile, Trp
h je Lys, Arg, Om, Ala
ije Lys, Arg, O, Ala
jje lle, Leu, Nle, His
k je Lys, Arg, O, Ala

pficemz aminokyseliny v jakékoliv jedné poloze i ve vice polohdch, nebo ve

uvedenych polohdch mohou byt i v konfiguraci D.

Predmétem vynalezu jsou dale peptidy konkrétnich vzoreid I az XIX
H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-Tle-Ala-Lys-NH; (1),
H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (II),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-lle-Ala-Lys-NH;  (I1I),
H-Gly-lle-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (IV),
H-Gly-Ile-Nle-Ser-Ser-Leu-Nle-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (V),
H-Lys-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH, (VD)
H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lIle-Ile-Lys-Lys-NH, (VID),
H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Ala-Ala-His-Ile-Lys-Lys-NH, (VIII),

viech
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H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Ala-Ala-lle-Tle-Lys-Lys-NH, .(IX),
H-Gly-Ile-Leu-Lys-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH, (X),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-Ile-Ala-Lys-NH,  (XI),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH,  (XII),
H-Gly-lle-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH, ~ (XIlI),
H-Gly-lle-Trp-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (XIV),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Trp-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-lle-Ala-Lys-NH,  (XV),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Trp-Lys-Lys-lIle-lle-Ala-Lys-NH,  (XVI),
H-Gly-lIle-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Trp-Ile-Ala-Lys-NH, (XVII),
H-Gly-lIle-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Trp-lle-Ala-Lys-NH, (XVIII),
H-Gly-lIle-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (XIX),

kde kurzivou jsou vyznaceny aminokyseliny v konfiguraci D.

Pfedmétem vynélezu jsou také peptidy obecného vzorce I-A a vzorci I az XIX pro pouZiti
k 1é¢eni nebo prevenci topickych infekci zvolenych ze skupiny, zahrnujici chronické ¢&i
obtizné se hojici rany a kozZni defekty, infekce sliznic a infekéni onemocnéni kosti a okolnich

tkani, véetné t&ch infekci, jejichZ pficinou je tvorba mikrobidlnich biofilm.

Pfedmétem vynélezu jsou rovnéZz peptidy obecného vzorce I-A a vzorcil I az XIX pro pouZiti
k prevenci infikace ¢i k odstranéni infek&niho agens u katetrd, kloubnich a kostnich néhrad a

tmeld a k prevenci infikace ortopedickych implantétu.

Dalsim ptedmétem vynalezu jsou peptidy obecného vzorce I-A a vzorciti I az XIX pro pouziti
ke zvy¥eni Gi¢inku mistné plisobicich antibakterialnich 1é¢iv a krycich materidli pouZivanych

k 1é&eni topickych infekel.

Predmétem vyndlezu jsou také peptidy obecného vzorce I-A a vzorcii I az XIX pro pouZiti k
inkorporaci do lokalnich nosi¢t pouZivanych v ortopedii, zvolenych ze skupiny, zahrnujici
fosforednan vapenaty, siran vapenaty, bioaktivni sklo, apatit-wollastonitové keramické
biosklo, hydrogel, kolagen, kostni §t&py, kostni cement nebo syntetické polymery zvolené z
polymetylmetakrylatu,  kopolymeru  metylmetakrylatu a  hydroxyetylmetakrylatu,
polyanhydridu, polylaktidu, polyglykolidu, kopolymeru hydroxybutyratu a hydroxyvaleratu,
polyhydroxyalkanoétu, polykaprolaktonu ¢&i Zelatinové houby s glycerinem, nebo z

kompozitd sloZenych z polymer(i a mineralnich nosi¢.



Pfedmétem vynélezu jsou i peptidy obecného vzorce I-A a vzorci I az XIX pro vyrobu lé€iva
k lé&eni nebo prevenci topickych infekei zvolenych ze skupiny, zahrnujici obtizn€ se hojici

rany a kozni defekty, infekce sliznice a infek&ni onemocnéni kosti a okolnich tkani.

Pfedmétem vyndlezu je také farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje terapeuticky ucinné
mnoZstvi alespoit jednoho peptidu obecného vzorce I-A a/nebo vzorce I az XIX, pfipadné i
druhou aktivni slozku, jiZ je antibiotikum ¢&i antifungélni agens a/nebo desinfekéni Cinidlo,
poptipad také alespoti jeden farmaceuticky ptijatelny kryci materidl, nosi¢, plnivo a/nebo
fedidlo.

Pfedmétem vynalezu je také vySe uvedeny farmaceuticky prostiedek pro pouZiti k 1é¢eni nebo
prevenci topickych infekci zvolenych ze skupiny, zahrnujici obtizn€ se hojici rany a koZni
defekty, infekce sliznice a infek&ni onemocnéni kosti a okolnich tkéni, k prevenci infek&nich

komplikaci po implantaci kloubnich ndhrad apo osteosyntézach a kléCeni, vidy vCetn€

MIN?®

Predmétem vynalezu je i desinfek&ni prostfedek, ktery obsahuje alespoil jeden peptid

obecného vzorce [-A nebo peptid vzorce I az XIX.

Predkladany vynalez tedy zahrnuje peptidy obecného vzorce I-A nebo konkrétnich vzorch 1
az XIX, pouzitelné k 1é¢b& infekci chronickych ran, zejména bércovych viedd, syndromu
diabetické nohy a kl1é¢beé infekci kosti (osteomyelitidy), pfi¢emZ lokdlni pouziti
antimikrobidlnich peptidd zahrnuje i jejich pfipadnou inkorporaci do lokalnich nosici
pouzivanych v ortopedii, dale k prevenci & odstranény infekéniho agens z kloubnich néhrad a
tmeld a k prevenci infek&nich pooperagnich komplikaci, vznikajicich po implantaci kloubnich

néhrad a po osteosyntézach.

Dale mohou byt tyto peptidy vyuzity p¥i 1éeni infekei vn&jsiho zvukovodu (otitis externa),
zénétu spojivkového vaku (conjunctivitis acuta, conjunctivitis chronica), v gynekologii jako
prostiedek proti vagindlni infekci zpisobené kvasinkami, dale pfi léceni infikovanych ran
zpiisobenych popéleninami nebo bojovymi zranénimi, a to pfedevSim v ptipadech, kdy
tradi¢ng pouZivané antiseptické prostfedky ¢&i antibiotika vzhledem k mikrobiélni rezistenci

selhavaji. Takové infekce je obtizné 16¢it, nebot jsou ve vétdin¢ pfipadd komplikovany
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vyskytem biofilméi, uvnitf kterych jsou mikroorganismy ve srovnani s planktonickymi

butikami k antimikrobiélnim 1atkdm az tisicindsobn& rezistentni.
Vyhodné se jevi i pouziti predkladanych peptidd v sanitdrnich a desinfekenich prostiedcich.

Vyznakem vynélezu je i to, Ze vySe zmingny farmaceuticky prostfedek je urCen k 1é¢eni nebo

prevenci infekci, jejich p¥¢inou je tvorba mikrobidlnich biofilma.

Syntetické peptidy vzorct (I) az (XI1X) 1ze volng zahrnout mezi hylaniny, pojmenované podle
pfirodniho peptidu hylaninu. Vhodnou zdmé&nou aminokyselin v jeho sekvenci, jiz byla
pfekvapivé nutnd vymeéna vice aminokyselin ve vhodné kombinaci, bylo neocekavané
dosaZeno nejen podstatného zvySeni antimikrobidlniho U¢inku vici patogennim bakteriim a
kvasinkam, ale zarovei i sniZeni jejich hemolytické aktivity. Pfedkladané peptidy se tak staly
vywZitelnymi i pro aplikace v pfitomnosti eukaryontnich bun&k, coZ nov€ umoZiuje jejich
pouziti jako aktivni slozky huménnich &i veterindrnich 1é¢iv. Sekvence takto ziskanych
analogli a jejich molekularni hmotnosti jsou uvedeny v Tabulce 1. Antimikrobialni aktivity
proti sérii bakterii vyjadfené hodnotami MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace), vyplyvajici
z provedenych zamén, jsou pak uvedeny v Tabulce 2. Tabulka 2 zérovefi udava i hodnoty
antifungdini aktivity proti kvasince Candida albicans a rovn€z i hodnoty hemolytické
aktivity. Dal3i hodnoty antifungalnich aktivit proti sérii kvasinek rodu Candida jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Ptedkladané antimikrobidlng plisobici peptidy mohou byt sloZkami, zvy3ujicimi 0€inek
mistné piisobicich antibakterialnich 1é&iv a krycich materialli pouZivanych k lé¢eni topickych

infekei a navrzena je i jejich inkorporace do lokélnich nosi¢ii pouzivanych v ortopedii.

Dalsi vyuZiti novych antimikrobidlnich peptidd podle tohoto vyndlezu zahrnuje krome 1é€eni
povrchovych ran a konich defektd i léCeni infek&nich nemoci kosti (osteomyelitid),
popiipad prevenci ¢ eradikaci infek&nich komplikaci kloubnich nahrad a osteosyntéz a také

jejich vyuZiti v sanitarnich a desinfek&nich prostfedcich.

Antimikrobialni G¢inky ptedkladanych peptida byly testovany jak na sérii mikroorganismi
v planktonické formg, ale i vi¢i mikrobidlnim biofilmdm. Utinek peptidit proti

mikroorganismiim v planktonické formé je dale popsan v ptikladech 2 a 4; ziskané vysledky
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jsou shrnuty v Tabulkach 2 a 3. Utinky peptidf proti bakteridlnim a kvasinkovym biofilmim
jsou popsany v piikladech 5 a 6 a ziskané vysledky shrnuty v Tabulkach 4 a 5.

Vybrané peptidy byly téZ testovany v kombinaci s antibiotiky pro ovefeni jejich synergického
utinku vigi planktonickym formém P. aeruginosa a S. aureus, coz je popsano v piikladu 7 a

vysledek je shrnut v Tabulce 6.
Vybrané peptidy byly déle testovany i v modelech indukované osteomyelitidy, coZ je popsano
v piikladu 8. Studium antifungélniho plsobeni peptidii je popséno v piikladu 9 a vysledek

t&chto pokusti je doloZen obrazky 1 A, B.

Piechled obrazka na vykrese

Obr. 1 (A) zobrazuje G€inek subinhibi¢nich koncentraci oktenidindyhrochloridu (ODDC),
peptid IT a VII samotnych a kombinaci t&chto peptidii s ODDC na kvasinky C. glabrata
ATCC 2001, zme&feny pomoci fluorescenéni sondy diS-Cs(3). Sipka oznaduje okamik
ptidani 1atek k buné¢nym suspenzim.

Obr. 1 (B) znazoriiuje vliv patnactiminutového ptisobeni ODDC, peptidi I a VII samotnych a
jejich kombinaci na prezivani kvasinek C. glabrata ATCC 2001.

Piiklady provedeni vynalezu

Seznam zkratek:

Fmoc 9-fluorenylmethyloxykarbonyl

MBHA pryskyfice 4-methylbenzhydrylaminova pryskyfice
TFA trifluoroctova kyselina

TIS triisopropylsilan

HPLC vysoce uginna kapalinova chromatografie
BHI médium médium z mozkosrdcové infuze

YPD médium kvasni¢no-pepton-glukézové médium

LB médium Luria Bertani médium

CFU jednotky tvofici kolonie

ODDC oktenidindyhrochlorid



Priklad 1

Syntéza slou€enin vzorci (I) az (XIX)
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Antimikrobidlni peptidy vzorcti I az XIX byly syntetizovany metodou syntézy peptidii na

pevné fazi (SPPS). Syntéza byla provedena manudln€ v 5 ml polypropylenovych injek¢nich

stiikagkach s polypropylenovym filtrem na dné stfikacky, za vyuZiti protokolu Fmoc-chemie
[Fields a Noble, 1990]. Jako pevny nosi¢ byla pouZita Rink Amide MBHA pryskyfice (IRIS
Biotech GmBH, Germany) o substituci 0,7 mmol/g.

Tabulka 1. Sekvence analogfi odvozenych od peptidu hylaninu a jejich molekulové hmotnosti

Molekularni hmotnost
Sekvence peptidu (Da)
Spottend  Nalezena
I Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH, 1787,13 1786,8
I Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-lle-Ala-Lys-NH, 1787,13 1787,1
111 Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-1le-Ile-Ala-Lys-NH; 1751,21 1751,6
v Gly-lle-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-1le-Ala-Lys-NH, 1751,21 1751,2
\Y Gly-Ile-Nle-Ser-Ser-Leu-Nle-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Iie-Ala-Lys-NH, 1751,21 1751,6
Vi Lys-lle-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-Ile-Ala-Lys-NH, 1822,29 1822,2
Vil Gly-Tle-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Lys-Lys-NH, 1844,18 18439
VIII  Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Ala-Ala-His-Ile-Lys-Lys-NH, ~ 1754,04 1754,0
X Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Ala-Ala-Ile-Ile-Lys-Lys-NH, 1787,13 1787,2
X Gly-lle-Leu-Lys-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH, 1792,28 1792,3
XI Gly-lle-Leu-Ser-Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-1le-Ala-Lys-NH, 1792,28 1792,3
XII Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-1le-Ile-Ala-Lys-NH; 1824,21 1824,2
XIII  Gly-lle-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH, 1824,21 1824,2
XIV  Gly-lle-Trp-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH, 1824,21 1824,2
XV Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Trp-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ie-Ile-Ala-Lys-NH, 1824,21 1824,2
XVI  Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Trp-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH, 1824,21 1824,2
XVII  Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Trp-lle-Ala-Lys-NH; 1897,20 1897,2
XVII  Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Trp-lle-Ala-Lys-NH, 1824,21 1824,2
XIX  Gly-lle-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-Ile-Ala-Lys-NH, 1824.21 1824,2




10

.0
bl .o L

. L3
eee o .
3

'YX XR]
seas
[N N N J
XXX
ese®

L3
coe we P Y XX YR

Aminokyseliny, jejich? aminova funkce byla chranéna pomoci Fmoc, byly kondenzovany ve
4-nasobném molarnim piebytku v dimethylformamidu a ke kondensaci byl pouzit N,N'-
diisopropylkarbodiimid v p¥itomnosti 1-hydroxybenzotriazolu. Fmoc-chranici skupina byla
po kazdém kondenzatnim stupni odit€pena roztokem 20% piperidinu v dimethylformamidu.
Surové peptidy (I-XIX) byly ziskdny odstépenim zpryskyfice a souasnou deprotekci
chrénicich skupin paisobenim smési TFA/1,2-ethandithiol/H,O/thioanisol/TIS (90 : 2,5 : 2,5:
3 : 2) po dobu 3,5 hod a naslednou precipitaci fert-butyl methyletherem. Pokud peptid
neobsahoval methionin, byla ke $tépeni pouZita jednodudsi smé&s TFA/H,O/TIS (95 : 2,5 :
2,5); uvedeny jsou objemové podily. Timto postupem bylo ziskano 100-120 mg surovych
peptidii. Cast tohoto materidlu (30 mg) byla v kazdém ptipadé pfecidt€na preparativni HPLC
na kolon& Vydac C-18 (250 x 10 mm) pfi pritoku 3,0 ml/min a s vyuZitim gradientu od 5%
acetonitril/voda/0,1% TFA do 70% acetonitril/'voda/0,1% TFA (zde uvedené procentni udaje
jsou objemova procenta). Takto bylo ziskdno 10-15 mg HPLC ¢&istych peptidd, jejichZ identita

byla ové&fena hmotnostni spektrometrii, jak udava Tabulka 1.

Priklad 2

Stanoveni antimikrobidlni aktivity

\ Gram-positivni bakterie (Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis a Enterococcus faecalis), Gram-negativni bakterie (Escherichia
coli a Pseudomonas aeruginosa) a kvasinky (Candida albicans) byly napéstované do
exponenciélni fize ristu a nafedény do Cerstvého média. BHI medium od firmy Oxoid, Velka
Britéanie, bylo pouZito pro Enterococcus faecalis; YPD medium obsahujici kvasni¢ni extrakt,
pepton a glukézu bylo pouzito pro Candida albicans a LB medium od firmy Sigma, Ceska
republika, bylo pouZito pro ostatni mikroorganismy. Poté byly mikroorganismy pfidany k
roztokm testovanych antimikrobialnich peptidd v LB médiu v inkuba¢nich vicejamkovych
desti¢kéach piipravenych dvojnasobnym fedénim ze zdsobniho roztoku (1 mmol.I"") tak, Ze
finalni koncentrace peptidii v jamkach byla v rozmezi od 0,1 do 100 pmol.I". Destigky byly
vlozeny do ptistroje Bioscreen C (Oy Growth Curves AB Ltd., Helsinki, Finland), kde byly
inkubovany pfi 37 °C po dobu 20 hodin za stalého tfepani. Absorbance pfi 540 nm byla
méfena kazdych 15 minut. Z takto ziskanych ristovych kfivek pro rizné koncentrace peptidi
byla stanovena antimikrobialni aktivita jako tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) (viz
Tabulka 2). V experimentech bylo pouZito mnoZstvi cca 10° CFU bakterii nebo kvasinek na

jamku. Jako standard byl pouZit tetracyklin v koncentraci od 0,1 do 100 pmol.I".

L[] oo s
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Klinické izolaty bakterii byly ziskany z Fakultni nemocnice v Praze Motole a z Krajské
nemocnice v Liberci. Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) 6271 a
Pseudomonas aeruginosa 5482 byly ziskany ze Statniho zdravotniho Gstavu v Praze, ostatni
bakterie z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy university v Brné a Candida albicans

z Lékaiské fakulty Palackého university v Olomouci.

Piiklad 3
Stanoveni hemolytické aktivity

Peptidy v koncentraci 2-400 umol.I" byly inkubovany s 5% (obj./obj.) suspenzi lidskych
ervenych krvinek v 0,2 ml fyziologického roztoku po dobu 1 hodiny p#i 37 °C. Poté byly
vzorky odstfedovany 5 minut pfi 250 g. Absorbance supernatantu byla stanovena pii 540 nm.
Jako kontrola pro 100% hemolyzu byl misto peptidu pouZit 0,2% (obj./obj.) roztok Tritonu
X100. Vysledky testovani jsou uvedeny v Tabulce 2. Hemolytickd aktivita je vyjadfena jako
koncentrace peptidu zpisobujici 50% rozpad ¢ervenych krvinek (hodnoty LCsp).
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Priklad 4

Stanoveni antifungélni aktivity vii¢i vybrané sérii kvasinek

Kvasinky Candida albicans (Olomouc) a ATCC MYA-2876, Candida glabrata ATCC 2001
a DSY 565, Candida dubliniensis ATCC MYA-646, Candida krusei ATCC 6258 a Candida
tropicalis ATCC 750 byly steriln& rozéarkovany ze zasobni kultury na Sabouradiv agar,
slozeny z 40 g glukézy (Penta, CZ), 10 g peptonu (OXOID, UK) a 17 g agaru (OXOID, UK),
rozpusténych v 1 1 destilované vody a kultivovéany 24 hod pii 35 °C.

Zasobni kultury kvasinek jsou kryogenicky uchovavany pfi teploté -80 °C ve smési tvofené
50 % glycerolem a kulturou kvasinek narostlych v YPD mediu, slozeném z 10 g kvasni¢ného
extraktu (DIFCO, USA), 20 g peptonu (OXOID, UK) a 20 g glukosy (Penta, CZ),
rozpudténych v 1 1 destilované vody v pomé&ru 1:1.

P&t dobie definovanych kolonii kazdé kvasinky bylo sterilni o¢kovaci kli¢kou pfeneseno do 1
ml sterilniho fyziologického roztoku. Nasledné byla optické densita upravena na hodnotu 0,18
pfi 600 nm. Kultura o poZzadované densit& byla nasledné fedéna 1:100 do RPMI media s L-
glutaminem bez NaHCO; (BioSera, FR), s 0,165 mol.I" MOPS (Duchefa, NL) — déle jen
RPMI médium. Inokulum kvasinek bylo pfipraveno fedénim 1:20 do RPMI média.

Do 96 jamkovych destitek byly dvojkovym fedénim v RPMI médiu pfipraveny
antimikrobidlni peptidy v koncentracich 0,625 az 160 pmol.I". K antimikrobidlnim peptidim
o pozadované koncentraci bylo nasledné pfidano inokulum v poméru 1:1. Finalni koncentrace
kvasinek v testovanych jamkéch odpovidala hodnotdm 5x10* az 2,5x10° CFU/ml. Destitky
byly inkubovany staticky pfi teplot€ 35 °C po dobu 48 hod.

Jako negativni kontrola slouZily neinokulované jamky; jako pozitivni kontrola slouZily jamky,
k nimZ nebyl pfidan antimikrobialni peptid; a jako kontrola kvality slouZily jamky, k nimz byl

pfidan amfotericin B namisto antimikrobidlniho peptidu.

Nasledné byly desticky vizuélng vyhodnoceny a jako minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)

byly oznageny jamky, ve kterych nebyl pozorovan Zadny nértst kvasinek.

Vsechny kvasinkové izolaty byly ziskany z Fyziologického Gstavu AV CR. Izolat Candida

albicans (Olomouc) byl z Lékatské fakulty Palackého university v Olomouci.
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Tabulka 3. Antifungalni aktivita peptidd () az (X VIII) a antifungélnich latek

Antifungalni aktivita MIC (umol.I")
Peptid C. albicans A% (? ([jbll\fg}i C. krusei | C. tropicalis i_?glgzﬁzils C. glabrata | C. glabrata
Olomouc 2876 ATCC 6258 | ATCC 750 646 ATCC2001| DSY 565

1 17,0 22,0 10,0 0,8 40,0 40,0 88,9
1 15,5 15,5 7,8 0,7 34,0 15,5 32,2
I 13,0 18,0 5,0 0,9 20,0 24,0 44,0
v 11,0 11,0 43 0,6 12,0 10,0 20,0
\Y 12,0 19,0 5,0 1,0 26,0 24,0 44,0
VI 12,0 20,0 4.8 0,9 12,0 28,0 71,1
VI 17,0 22,0 10,0 1,1 20,0 40,0 97,8
vl 17,0 20,0 10,0 1,1 36,0 26,0 66,7
IX 16,0 18,0 12,0 1,1 42,0 20,0 44,4
X 10,5 17,0 5,0 1,0 14,0 34,0 71,1
XI 12,0 20,0 5,0 1,0 10,5 26,0 40,0
X1 8,5 10,0 43 1,0 9,5 10,0 21,0
X1 10,0 11,0 5,0 1,1 9,5 6,0 18,0
XV 8,2 10,0 5,2 1,2 9,0 19,1 48,0
XV 21,0 17,0 8,0 1,2 22,0 40,0 88,9
XVI 18,0 26,0 10,0 1,0 40,0 40,0 231,1
XVII 4,5 5,5 33 0,8 5,0 5,5 11,0
XVIII 85 10,0 7.8 1,2 10,0 8,5 24,0
Flukonazol 2,0 2,2 515,6 49,3 1,8 266,7 950
Clotrimazol 0,4 03 1,0 4,6 1,4 14,2 35,0
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Priklad §

Stanoveni antimikrobidlni aktivity na modelovych bakteriélnich biofilmech

Inokulum S. aureus (Liberec) nebo P. aeruginosa (Liberec) nap&stované pfes noc v BHI
médiu bylo nafedéno do erstvého BHI média s ptidavkem 1% gluk6zy na koncentraci cca
10® CFU/ml, rozdéleno po 100 pl do 96-jamkové polystyrénové desticky a rotatng michano
(300 otatek/min) pti 37 °C po dobu 24 h. Médium v jamkéach bez baktérii slouZilo jako
negativni kontrola (blank). Z kazdé jamky byl nasledné odsat supernatant a narostly biofilm
na dné a st¥nich jamek byl 3x opatrn& promyt 300 pl sterilniho fyziologického roztoku.
Peptidy byly testovany v koncentracich 1 - 128 umol.I", které byly pfipraveny dvojnasobnym
fedénim zésobnich roztokd (1 mmol.I") v &erstvém BHI médiu a naneseny po 100 ul do
jednotlivych jamek na vytvofené biofilmy. Nasledovala inkubace za podminek popsanych
vy$e po dobu 20 hodin. Samotné BHI médium navrstvené na biofilm bylo pouzito jako

kontrola. Poté byly obsahy jamek odsaty a 2x promyty sterilnim fyziologickym roztokem.

Pro stanoveni metabolické aktivity biofilmu (stanoveni mnoZstvi Zivotaschopnych bakterii)
bylo pouZito barveni pomoci MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium
bromid). Desti¢ky byly inkubovany se 100 ul BHI media a 10 pl MTT (5 mg/ml) na jamku po
dobu 40 min pii 37 °C. Poté bylo médium s MTT odsato a vzniklé formazanové krystaly
vytvofené redukci MTT uvnitk biofilmu byly rozpustény ptidanim 100 ul DMSO a intenzita
zabarveni v jednotlivych jamkach byla odeltena jako absorbance pfi 540 nm na pfistroji
Tecan infinite M200 PRO reader (Tecan Austria GmbH). Zbytkovd metabolickd aktivita

preziviich bungk uvnit¥ biofilmu byla pro kazdou jamku vyjadiena v % podle vztahu:

% =-2"4m_x100,
Ay — A

K BL

kde A je absorbance v piipadé testované latky, Agy je absorbance negativni kontroly a Ax je
absorbance kontrolniho biofilmu. Hodnoty zbytkové metabolické aktivity jsou uvedeny
v Tabulce 4.
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Piiklad 6

Stanoveni antimikrobialni aktivity na modelovych biofilmech kvasinek C. albicans

Kvasinka Candida albicans (Olomouc) byla ptedpéstovana pfes noc v YPD médiu (10 g
kvasni¢ny extrakt (DIFCO, USA), 20 g pepton (OXOID, UK), 20 g glukosa (Penta, CZ)
rozpuiténé v 1 1 destilované vody) za stalého tiepani (100 otadek/minutu) pfi 37 °C. Druhy
den rano byla kultura nafedéna v poméru 1:100 do nového YPD média a kultivovéna za
stalého tfepani (200 otatek/minutu) pfi 37 °C do té doby, nez bylo dosaZeno stfedni oblasti
exponenciélni faze ristu. Nasledné byla kultura odstfed’'ovéna (5000 otd¢ek/minutu) po dobu
5 min a nasledn¢ dvakrat promyta fyziologickym roztokem (9 g/l NaCl (Penta, CZ)).
Kvasinky byly suspendovany ve fyziologickém roztoku a byla zméfena optickd densita této
suspenze pii 600 nm.

Kvasinkové inokulum bylo p¥ipraveno tak, aby opticka densita bun&€k odpovidala hodnoté
0,17 (cca 10° CFU/ml) v RPMI s L-glutaminem (BioSera, FR), NaHCO; (2 g/I; Penta, CZ)
20,165 mol.I" MOPS (Duchefa, NL) — dale jen RPMI médium 1. Inokulum bylo nasledng
naneseno do 96-jamkovych desti¢ek (TPP, SW) a staticky inkubovéno pfi 37 °C po dobu 2
hodin. Nasledn¢ byly jamky sterilng dvakréat promyty dvojnasobnym objemem PBS pufru
(1,44 g Na,HPO4, 0,24 g KH,PO,4, 0,2 g KCl a 8 g NaCl v 1 1 destilované vody, pH = 7,
Penta, CZ). Do jamek bylo nésledné ptidano Cerstvé RPMI médium 1 a desti¢ky byly pfikryty
vi¢kem a utésnény parafilmem a inkubovény staticky po dobu 48 hod a teploté 37 °C.
Vytvoteny biofilm byl poté sterilng tiikrat promyt dvojndsobnym objemem PBS pufru. Do
jamek bylo nasledn& pipetovano RPMI médium 1 a testovany antimikrobidlni peptid.
Antimikrobialni peptid byl dvojkov& fedén pfimo v destitce s vytvofenym biofilmem.
Testované koncentrace peptidi jsou vrozmezi 0,39 — 200 pmol.I"". Desticky byly opét
prikryty vickem a utdsnény parafilmem a staticky inkubovény po dobu 20 hodin pfi teploté
37 °C.

U ovlivitovaného biofilmu byla nasledn& stanovena zbytkova metabolické aktivita (stanoveni
metabolicky aktivnich kvasinek) pomoci XTT testu. Zasobni roztok PMS (fenazin
methosulfét; 7,5 g/l; SIGMA, CZ) skladovany p¥i -20 °C byl nafedén 1:100 do PBS pufru.
Natedéné PMS bylo smichano v pom&ru 2:25 s XTT (XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid; 0,5 g/l; Alchimica, SK)), rozpusttnym v PBS
pufru a RPMI médiu 1 v poméru 1:1. K biofilmu byl ptiddn shodny objem smé&si XTT/PMS a

smés byla inkubovéna staticky po dobu 90 min pfi 37 °C. Nésledn& byla zméfena intenzita
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vzniklého zbarveni pfi 540 nm na ptistroji Tecan infinite M200 PRO reader (Tecan, AU).
Metabolicka aktivita byla vyjadiena v procentech kontrolniho biofilmu podle vztahu:

=_A___‘é&_*100

K ABL

%
b

kde A je absorbance v ptipadé testované latky, Agy. je absorbance negativni kontroly a Ak je

absorbance kontrolniho biofilmu.

Jako negativni kontrola slouZily neinokulované jamky; jako pozitivni kontrola slouzily jamky,
k nimZ nebyl ptid4n antimikrobidlni peptid; a jako kontrola kvality slouzily jamky, k nimZ byl
pfidan amfotericin B namisto antimikrobidlniho peptidu. Hodnoty zbytkové metabolické

aktivity kvasinek jsou uvedeny v Tabulce 5.
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Tabulka 5. Uginek vybranych peptidd na bakteridlni biofilmy tvofené Candida albicans

.

(Olomouc) vyjadiené zbytkovou metabolickou aktivitou mikrobiélnich bun&k v (%) pfi dané

koncentraci peptidu.

Metabolicka aktivita C. albicans (%)
Peptid Koncentrace peptidu
6,25 12,5 25 50 100 200
pmolI' | pmoLI' | pmoLl’ | umoll' | pmoll' | pmoll’

I 100,4 108,0 130,7 57,5 28,2 8,1

1l 105,3 114,2 35,2 1,0 0,0 0,0

11l 104,7 113,6 87,2 31,1 28,4 0,0

v 106,9 37,2 6,0 23 2,1 0,5

\' 106,4 89,5 45,0 6,9 24 0.4

VI 98,8 111,2 110,5 28,3 0,4 0,0

VII 104,6 116,0 120,7 31,5 22,0 0,0
VIII 99,4 99,1 105,6 112,2 106,8 53,0

X 93,2 54,3 23 1,5 1,3 0,8

X 100,8 109,3 65,3 16,8 7,0 3,3

XI 97,7 70,3 79,3 32,8 7,6 6,1

X1 86,8 80,3 94,8 63,6 6,2 3,2
X111 78,3 56,9 37,2 10,9 58 4.9
X1V 84,6 80,9 91,1 14,2 7.4 4,2
XV 94,9 92,8 73,8 65,2 9.4 34
XVI 97,3 103,2 68,5 68,1 449 11,4
XVl 24 1,0 0,9 1,3 23 1,5
XVIII 11,5 2,5 3,2 3,2 3,1 2,6
Flukonazol 33,5 30,8 31,7 30,7 324 29,2
Clotrimazol 39,7 37,6 34,2 28.4 21,8 22,2

Priklad 7

Synergismus G¢inku peptidii s béZn¢ uzivanymi antibiotiky proti S. aureus a P. aeruginosa

Pro stanoveni hodnot MIC pro riizné kombinace dvojnasobnych fedéni peptidi a antibiotik,
pfipravu inokula a kultivaci byla pouZita shodnd metodika jako v pfipad€ stanoveni
antimikrobi4lni aktivity (Pfiklad 2). Pro uréeni vysledného efektu bylo pouZito vypoctu tzv.
FIC (frak¢ni inhibi¢ni koncentrace) indexu podle vztahu:

. e

L]
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MIC,  MIC,

FIC =

>

kde MICpc a MICxc jsou MIC peptidu a antibiotika v kombinaci, v tomto pofadi, a MICp a
MIC, jsou MIC samotného peptidu a samotného antibiotika, v tomto pofadi. Hodnoty
FIC<0,5 byly povazovany za synergismus, 0,5 < FIC <2 za aditivni efekt a hodnoty FIC>2 za
antagonismus. Piiklady synergickych uginkd kombinaci vybrany peptidi s tetracyklinem
(TET) a rifampicinem (RIF) vi&i P. aeruginosa (Liberec) a s amoxicilinem (AMX) vici S.

aureus (Liberec) uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6. FIC indexy kombinaci vybranych peptidi s antibiotiky oproti S. aureus (Liberec) a

P. aeruginosa (Liberec).

FIC (frak¢ni inhibi¢ni koncentrace) indexy

Peptid

kombinace s TET proti kombinace s RIF proti kombinace s AMX proti
P. aeruginosa P. aeruginosa S. aureus

I 0,646 0,427 0,333

I 0,667 0,323 n.t.
I 0,542 0,385 0,688
1\Y 0,750 0,302 nt.
Vi 0,708 0,260 0,292
Vil 0,625 0,365 0,167
IX 0,542 0,417 nt.

X 0,521 0,333 0,542
XI 0,646 0,344 0,333
X 0,646 0,438 n.t.
X111 0,583 0,292 nt.

XV 0,354 0,271 0,396
XV 0,646 0,396 0,375
XVI 0,583 0,417 nt.
XVII 0,417 0,292 nt.
XVIII 0,625 0,271 n.t.

nt. - netestovano; FIC<0,5 = synergismus, 0,5 < FIC < 2 = aditivni efekt, FIC>2 =

antagonismus. Uvedené hodnoty jsou praméry z minimélné tfi nezavislych experimentd.

ases
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Piiklad 8
Pusobeni peptidi XII a XIII na infikované loZisko vkosti vmodelu indukované

osteomyelitidy

Do dvou rozmrazenych hlavic kosti stehennich byly za sterilnich podminek vytvofeny
chirurgickou 1Zi¢kou 3 névrty do spongidzni &asti kosti (v misté resekce) o priméru cca 5 mm
a hloubky do 10 mm. Takto pfipravené kostni §t&py byly vloZeny do kadinek a obloZeny
sterilnimi ¢tverci géazy, kterd byla navlh&ena sterilnim fyziologickym roztokem, aby
nedochédzelo k vysychani kosti. Poté byla do pfipravenych otvord v jednom kostnim $tépu
postupné aplikovéna suspenze namnoZenych bakterii S. aureus (Motol) v LB mediu (50 - 100
ul) o koncentraci v fadu 10° CFU/ml, a do druhého ve stejném objemu suspenze bakterii S.
epidermidis (10° CFU/ml). Kadinky byly pfekryty sterilni Petriho miskou a kosti inkubovany
po dobu 24 hodin. V prib&hu experimentu byly tyto modely indukované osteomyelitidy
ponechdny bez piistupu svétla pfi teploté€ mistnosti.

Po prob&hlé inkubaci byl pro kontrolu infikace odebrén stér z jednoho z otvori z kazdé kosti
pomoci sterilni navlhené vaticky. Vatitka byla vyextrahovana 400 ul fyziologickym
roztokem, provedlo se fed&ni extraktu v desitkové fadg, a jednotlivé nafedéné suspenze byly
kultivovany na LB agaru v Petriho miskach. Nasledny den se vyhodnotil bakteridlni nardst na
Petriho miskéach. Daldi infikovany otvor v kosti byl vypInén smési lokdlniho nosice a smési
peptidu vzorc XII a XIII. Zbyvajici tieti otvor byl pro srovnani vyplnén lokdlnim nosi¢em
bez peptidu. Jako nosi¢ byl pouzit komeréné dostupny dvousloZkovy material dodavany
firmou Synthes pod nazvem ChronOS Inject. Jeho pevnd slozka obsahuje fosfore¢nan
vapenaty a aditiva, kapalnou slozkou je 0,5% (obj./obj.) roztok kyseliny hyaluronové. Pro
piipravu pasty pro vypln&ni otvori bylo pouZito 200 mg pevné slozky nosi¢e, do n€hoz bylo
vmichano 8 mg peptidu XII a 4 mg peptidu XIII a poté se do této smési vmichala kapalnd
slozka v mnoZstvi 70 pl a vie bylo diikladn& promichéno (pasta bez peptidu pro srovnavaci

experiment byla pfipravena stejnym postupem).

Po dvou dnech byly vypln& pomoci chirurgické 1Zicky pe€livé odstran€ny a prazdné otvory
vytfeny sterilni navlhdenou vatitkou, kterd byla extrahovéna do 400 pl fyziologick¢ho
roztoku. Ten byl nasledng fed&n za pouZiti desitkové fady pro kultivaci na agaru.

Vysledek pokusii byl vyhodnocen porovndnim podtu bakterialnich kolonii (CFU/mI) ze stéru

z infikovaného otvoru, v nichZ pisobily peptidy XII a XIII uvolngné z nosice, oproti poctu
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kolonii ze stdru z infikovaného otvoru, ktery byl vypln&n pouze nosi¢em bez peptidu.
V piipadé kostniho 3tépu infikovaného S. aureus (Motol) byl v otvoru po plsobeni peptidi
CFU/ml =1,7 x 10° zatimco v otvoru vyplnénym pouze nosi¢em byl CFU/ml =7,2 x 10.
V ptipadé druhého kostniho $t&pu infikovaného S. epidermidis byly tyto hodnoty pro otvor
s peptidy 1 x 10> CFU/ml a pro otvor bez peptidt 3,7 x 10’ CFU/ml.

Pouzité hlavice kosti stehennich byly po deaktivaci infekce v autoklavu likvidovany jako

biologicky odpad na patologii Fakultni nemocnice Motol.

Priklad 9
Stanoveni antifungalniho u¢inku peptidd v kombinaci s b&Zné¢ pouzivanym biocidem ODDC

viti kvasinkam Candida glabrata

Kvasinky C. glabrata ATCC 2001 byly aerobn& kultivovany pfes noc pfi 30°C v YPD médiu
(Formedium). Do ¢erstvého YPD média bylo pfidano takové mnoZstvi inokula, aby vysledna
koncentrace bun¢k byla 5.10° CFU/ml (odpovidajici hodnota ODego = 0,2). Kvasinky byly
dale kultivovany po dobu 4 az 5 h pii 30 °C (190 otacek/min), ¢imz byly ziskany butiky
v rané exponenciélni fazi ristu. Kvasinkové buiiky byly dvakrét promyty destilovanou vodou
(1,5 min, 3000 g) a resuspendovany v MES-TEA pufru (10 mmol.I" 4-morfolinethan-

sulfonova kyselina, pH = 6,0 upravené trietanolaminem; Sigma) na ODeoo = 0,2.

a)  Stanoveni okamzitého ucinku peptidii na burky kvasinek pomoct fluorescencni sondy

diS-Cs(3)

Fluorescen¢ni sonda diS-Cs(3) (3,3/-dipropylthiokarbocyanin jodid; Sigma) byla ptidana
k bunénym suspenzim (3 ml) v konené koncentraci 4.10° mol.I". Emisni spektra byla
méfena v plastovych kyvetach (Kartell) na spektrofluorimetru ISS PCI1. Fluorescence byla
registrovdna v oblasti Aen = 560 — 590 nm pfi excitaéni vinové délce Aex = 531 nm.
Rozptylené zafeni bylo eliminovano oranZovym sklenénym filtrem s mezni vinovou délkou
540 nm. Antimikrobialni peptidy a ODDC (oktenidindyhrochlorid; Schiilke & Mayr) byly
ptidany ke kvasinkovym suspenzim 10 az 20 minut po fluorescen¢ni sond¢. Optimalizace t¢to
fluorescenéni metody, umoZiiujici méfeni velkého mnozZstvi vzorkd soucasné€ v 96 jamkovych

desti¢kach, bude brzy publikovana.

XX R}
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Rychlost a rozsah nahromadéni sondy uvnitf bungk, tzv. barvici kfivka, popisuje zavislost
vinové délky fluorescenéniho emisniho maxima Amax nebo intenzity Imax na Case od pfidani
fluorescen¢ni sondy k bun&éné suspenzi [Gaskova a spol., 1998].

Utinek testovanych latek byl stanoven na zéklad® porovnani barvicich kfivek kontrolnich
bungk, k nimZ nebyla ptidana Zadna latka, a bun€k ovlivnénych danou latkou (peptidem Ci
ODDC), viz obr. 1A. Zvy$ené barveni bun&k vystavenych u¢inku latky vypovidalo o jejich

vét§im poskozeni, a to ve velmi kratké dob¢.

b)  Stanoveni letdiniho ucinku peptidii na buriky kvasinek pomoci vysevového testu

Kvasinky z exponenciélni faze ristu byly dvakrat steriln€ promyty destilovanou vodou (1,5
min, 3000 g) a nafedény MES-TEA pufrem na ODgo = 0,2. Poté byla bun€tna suspenze
rozdélena po 1 ml do mikrozkumavek typu Eppendorf. Jeden vzorek slouzZil jako kontrola, do
ostatnich vzorkd byly p¥idany zkoumané latky (peptidy, ODDC) o zvolenych koncentracich.
Buriky byly za oblasného michani inkubovény s danymi latkami 15 min, ndsledn€ byly
vzorky stokrat nafedény v destilované vodé a 15 pl t&chto bun&nych suspenzi bylo rozetfeno
na Petriho misky (pramér 9 ¢cm) s2 % YPD agarem (Formedium). Vzorky byly vysivany
vZdy na tfi misky. Po 24 h kultivace pfi 30 °C byl stanoven pocet kolonii. Pomer poltu
prezivich bun&k vystavenych uginku testované latky v porovnani s kontrolnim vzorkem
(CFU) vyjadfeny v % vypovidal o letalnim G¢inku zkoumané latky na butiky (neschopnost
tvofit kolonie). Vysledek vysevového testu, ktery je zobrazen na obr. 1B, dokazuje vysoky

antifungalni u¢inek peptidu 11, jenz je déle zesileny v kombinaci s latkou ODDC.

Primyslova vyuzitelnost

Praktické pouziti antimikrobialnich peptidi odvozenych od hylaninu bude vyhodné
predeviim pro 1é&bu povrchovych infekei a to jak bakteridlnich, tak i kvasinkovych. Jejich
uplatnéni se predpokladd naptiklad v podiatrii pro 1é¢bu ran, jakymi je syndrom diabetické
nohy a/nebo bércové viedy, v ortopedii pro 1é¢bu osteomyelitidy (infekéniho onemocnéni
kosti), kde lokélni pouziti antimikrobiélnich peptidii zahrnuje i jejich inkorporaci do lokalnich
nosi¢ti pouzivanych v ortopedii a prevenci infekce ortopedickych implantétd zpdsobene
bakterialnimi biofilmy. Dale mohou byt tyto peptidy vyuZity v gynekologii jako prostfedek

proti vagindlni infekci zptisobené kvasinkami, pfi 1é€eni infekei vn€j$iho zvukovodu (otitis
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pro lé¢eni chronickych infikovanych ran zptisobenych popéleninami nebo bojovymi
zrandnimi, a to pfedeviim v ptipadech, kdy tradi¢n¢ pouZivand antiseptické prostfedky ¢&i
antibiotika vzhledem k mikrobialni rezistenci selhavaji. Tyto infekce je obtizné 1é¢it, nebot’
jsou ve v&tsing ptipadi komplikovany vyskytem biofilmd, uvnitf n€hoZ jsou mikroorganismy
v porovnani s planktonickymi bakteriemi i kvasinkami a2 tisicindsobn€ rezistentni

k antimikrobidlnim latkam.
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1. Antimikrobidlni peptidy obecného vzorce

a-Ile-b-c-d-e-f-Lys-Lys-g-h-i-j-Ile-k-Lys-NH, (I-A),

v nichZ

a je Gly, Lys, B-Ala,

b je Met, Leu, Nle, lle, Trp, Val, Phe,
c je Ser, Lys, Arg, O,

d je Ser, Lys, Arg, Orn,

e je Leu, Nle, Ile, Trp, Val, Phe,

f je Met, Leu, Nle, lle, Trp, Val, Phe,
g je Leu, Nle, Ile, Trp,

h je Lys, Arg, O, Ala,

i je Lys, Arg, Orn, Ala,

j je lle, Leu, Nle, His,

k je Lys, Arg, Orn, Ala,

pfitemz aminokyseliny v jakékoliv jedné poloze ¢&i ve vice polohach, nebo ve vSech

uvedenych polohéach, mohou byt rovnéZ v konfiguraci D.

2. Antimikrobiélni peptidy obecného vzorce I-A podle néroku 1, kterymi jsou:

H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH, (D),
H-Gly-lle-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (1I),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Tle-Ala-Lys-NH,  (1II),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-lle-Ala-Lys-NH,  (IV),
H-Gly-Ile-Nle-Ser-Ser-Leu-Nle-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (V),
H-Lys-Tle-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH,  (VI),
H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Lys-Lys-NH, (VII),
H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Ala-Ala-His-Ile-Lys-Lys-NH, (VIII),
H-Gly-Ile-Met-Ser-Ser-Leu-Met-Lys-Lys-Leu-Ala-Ala-Ile-lle-Lys-Lys-NHz - (IX),
H-Gly-lle-Leu-Lys-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-1le-Ile-Ala-Lys-NH, (X),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lle-lle-Ala-Lys-NH; (XI),
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H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH,  (XII),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-1le-lle-Ala-Lys-NH,  (XIII),
H-Gly-lIle-Trp-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (XIV),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Trp-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Lys-NH,  (XV),
H-Gly-lle-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Trp-Lys-Lys-Ile-lle-Ala-Lys-NH,  (XVI),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Trp-Ile-Ala-Lys-NH, (XVII),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Leu-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-Trp-Ile-Ala-Lys-NH, (XVIII),
H-Gly-Ile-Leu-Ser-Ser-Leu-Trp-Lys-Lys-Leu-Lys-Lys-lIle-Ile-Ala-Lys-NH, (XIX),

pfi¢emz kurzivou jsou vyzna¢eny aminokyseliny v konfiguraci D.

3. Peptidy obecného vzorce I-A a vzorcl I az XIX podle nérokd 1 a 2, pro pouZiti k lé¢eni
nebo prevenci topickych infekci zvolenych ze skupiny, zahrnujici obtizn€ se hojici rany a
kozni defekty, infekce sliznic a infekéni onemocnéni kosti a okolnich tkéni, véetn¢ t&ch

infekci, jejichZ pti¢inou je tvorba mikrobidlnich biofilmi.

4. Peptidy obecného vzorce I-A a vzorct I az XIX podle nérokil 1 a 2, pro pouZiti k
prevenci infikace ¢i k odstranéni infekéniho agens u katetrd, kloubnich a kostnich néhrad a

tmeld a k prevenci infikace ortopedickych implantatd.

5. Peptidy obecného vzorce I-A a vzorcii I az XIX podle néroki 1 a 2, pro pouZiti ke zvySeni
i¢inku mistn& piisobicich antibakteridlnich 1é¢iv a krycich materidld pouZivanych k lé€eni

topickych infekci.

6. Peptidy obecného vzorce I-A a vzorci 1 az XIX podle nrokl 1 a 2, pro pouZiti k
inkorporaci do lokalnich nosi&t pouzivanych v ortopedii, zvolenych ze skupiny, zahrnujici
fosfore¢nan vépenaty, siran vépenaty, bioaktivni sklo, apatit-wollastonitové keramické
biosklo, hydrogel, kolagen, kostni §t&py, kostni cement nebo synteticke polymery zvolené z
polymetylmetakryldtu,  kopolymeru  metylmetakrylatu a  hydroxyetylmetakrylatu,
polyanhydridu, polylaktidu, polyglykolidu, kopolymeru hydroxybutyratu a hydroxyvaleratu,
polyhydroxyalkanoatu, polykaprolaktonu &i Zelatinové houby s glycerinem, nebo z

kompozitii sloZzenych z polymerti a minerdlnich nosici.
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7. Peptidy obecného vzorce I-A a vzorct I az XIX podle naroki 1 a 2, pro vyrobu 1é¢iva k
1é¢eni nebo prevenci topickych infekei zvolenych ze skupiny, zahrnujici obtizn€ se hojici rany

a kozni defekty, infekce sliznice a infekéni onemocnéni kosti a okolnich tkani.

8. Farmaceuticky prostiedek vyznalujici se tim, Ze obsahuje terapeuticky u¢inné mnoZzstvi
alespoit jednoho peptidu obecného vzorce I-A a/nebo vzorce I aZ XIX podle néroki 1 a 2,
piipadng druhou aktivni slozku, jiZ je antibiotikum ¢i antifungdlni agens a/nebo desinfekéni
&inidlo, poptipadé také alespoii jeden farmaceuticky pfijatelny kryci material, nosi€, plnivo
a/nebo fedidlo.

9. Farmaceuticky prostfedek podle naroku 8 pro pouZiti k Ié¢eni nebo prevenci infekei, jejichz

pfi¢inou je tvorba mikrobidlnich biofilma.

10. Farmaceuticky prostfedek podle néroku 9, pro pouziti k lé¢eni nebo prevenci topickych
infekci zvolenych ze skupiny, zahrnujici obtiZzn& se hojici rdny a kozni defekty, infekce
sliznice a infek&ni onemocnéni kosti a okolnich tkani, a k prevenci infek¢nich komplikaci po
implantaci kloubnich nahrad apo osteosyntézach, veetn& té€ch infekci, jejichZ pficinou je

tvorba mikrobialnich biofilma.

11. Desinfekéni prostiedek vyznalujici se tim, Ze obsahuje alespofi jeden peptid obecného

vzorce I-A podle naroku 1 nebo peptid vzorce 1 aZ XIX podle naroku 2.
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