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Antimikrobidlni peptid p¥ibuzny protegriniim

Oblast techniky

Vynalez spadd do oblasti antimikrobidlnich peptidi.

Vynalez zvlasté zahrnuje kratké peptidy, které se oznacduji
jako “protegriny”, coZ jsou peptidy vykazujici Ziroké rozmezi

antimikrobidlnich aktivit.

Dosavadni stav techniky S o

Jeden =z obranych mechanizmd p¥i infekci, ktery se
objevuje jak u zvifat tak i u rostlin, Jje produkce peptidu,
které vykazujl antimikrobialni a antivirovou aktivitu. Rlzné
tfidy téchto peptidd se izolovaly z tkdni rostlin i zvirat.
Pfihlaska PCT WO 95/03325 (publikovdna 2. tUnora 1995)
obsahuje pfehled literatury, kde se popisuje tento problém.
Mezi takové peptidy pat¥i tachyplaziny, které obsahuji 17 aZ
18 aminokyselin z toho &ty¥i neménné cysteiny, defenziny, fB-
defenziny a insekticidové defenziny, které jsou o néco delsi
peptidy a Jsou charakterizovany Sesti neménnymi cysteiny,
dédle antifungicidni a antibakteridlni peptidy a proteiny,
které se naSly v rostlinéach.

Vynalez popisuje novou tfidu antimikrobidlnich peptidq,
oznaCenych jako “protegriny”. Reprezentanti této tfidy se
izolovaly s prasecich leukocytd. Protegrinové peptidy, které
jsou obecné v p¥firodé amfifilni, vykazuji rozsdhlé spektrum
antimikrobiélni aktivity. Pak jsou tyto peptidy pouZitelné
jako antibakteridlni, antihoubové a antivirové ¢&inidla u
rostlin a zvifat.

Izolace nékterych protegrinovych peptidd podle vyndlezu se
zminuje publikace Kokryakov, V.N. et al., 1993, FEBS Lett
337: 231-236 (Cervencové <Cislo). Pozdéjdi publikace této
skupiny popisovala pfritomnost nové protegrinové sekvence a

sekvence Jjeho prekurzoru se odvodila z izolovaného klénu cDNA




(Zhao, C. et al., 1994, FEBS Lett 346: 285-288). Dal8i Cléanek
(Mirgorodskaya, O.A. et al., 1993, FEBS Lett 330: 339-342)
popisuje kationtové peptidy z praselich neutrofili. Publikace
Storici et al., 1993, Biochem Biophys Res Comm 196: 1363-1367
popisuje izolaci sekvence DNA, kterd kdéduje antimikrobidlni
peptid praselich leukocytd prosekvenci, kterd je podobna
kathelinu. Uvadi se, Ze tento peptid je jeden z protegrint
popsanych déle v textu. Daldi publikace, které se tykaji
protegrinti jsou Harwing, S.S.L., et al., 1995, J Peptide Sci
3:207, Zhao,C. et al., 1995, FEBS Lett 376: 130-134; Zhao, C.
et al., 1995, FEBS Lett 368: 197-202; Miyakawa, Y et al.,
1996, Infect Immun 64: 926-932; Yasin, B et al., 1996, Infect
Immun 64: 709-713; Qu, X-D et al., 1996, Infect Immun 64:
1240-1245; Aumels, A et al., 1996, Eur J. Biochem 237: 575-
583; Mangoni, M.E. et al., 1996, FEBS Lett 383: 93-98;
Steinberg et al., 1996, “Protegrins: Fast Acting Bacterial
Peptides,” pfedneseno na 8" Intl. Symposium on Staphylococci
a Staphylococcal Infections,, Aix les Bains, France, cZerven
23 aZz 26, 1996; Steinberg et al., 1996, “Broad Spectrum
Antimicrobial Activity of Protegrin Peptides,” pfednesené na
36" Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemoterapy, New Orelans, LA, September 15-18, 1996; Kung et
al., 1996, “Protegrins Protects Mice from Systemic Infection
By Antibiotic-Resistant Pathogens,” uvefejnéno na 36
Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemoterapy, New Orelans, LA, September 15-18, 19%6; a
Steinberg et al., 1996, ™“In Vitro Efficacy of Protegrins
Against Helicobacter Pylori,” uvefejnéno na 36" Interscience
Conference on Antimicrobial Agents and Chemoterapy, New
Orelans, LA, September 15-18, 1996;

Zjstilo se, Ze protegriny se vadZi na endotoxiny, to je
lipopolysacharidové kompozice (LPS) odvozené od gram

negativnich bakterii, které jscu pravdépodobné odpovédné za



gram-negativni sepsi. Protegriny Jjsou také a&inné pfi
inhibici r@stu organizmi, které Jjsou spojené s pohlavné
pfenosnymi nemccemi, jako e ChlamYdia trachomatis a
Neisseria gonorrhoeae. ‘

Vynédlez popisuje novou sadu protegrini, které nabizeji
vliastnosti rychle pusobicich mikrobicidd s 3Sirokym spektrem
aktivity a s madlo pravdépodobnou rezistenci. T¥ida protegrini
podle vyndlezu nabizi moZnost nastaveni spektra aktivity s
ohledem na nejulinéjdi inhibici typu mikrdba- nebo viru a s
ohledem na podminky, pfi kterych tato inhibice probiha.
Protegriny se v tomto pfipadé 1isi od protegrint pfedchozich
prihlaSek bud deleci nejméné jedné ze Ctyfr aminokyselin N-
konce nebo deleci jinych oznacenych zbytkll a/nebo nahrazenim

urc¢itych aminokyselin aminokyselinami z jinych t#id.

Podstata vynédlezu

Vynalez popisuje antimikrobidlni peptidy obsahujici
ptibliZzné 10 aZ 30 aminokyselinovych zbytkl, které Jsou
charakterizovany tim, Ze struktura core m& dva hlavni
elementy: reverzni ohyb uzavfeny dvémi fetézci, které tvofi
antiparalelni B-list (B-sheet). Obecné& oblast f-listu
molekuly je amfifilickd, Jjeden povrch m& charakter <Zisté
hydrofédbni a druhy m& charakter ¢isté hydrofilni. Peptidy
obsahuji v oblasti reverzniho ohybu nejméné Jjeden bazicky
aminokyselinovy zbytek a jejich naboj pEti hodnoté
fyziologického pH Jje nejméné +1. N-konec antimikrobidlnich
peptidld mGZe byt acylovadn a/nebo C-konec peptidd miZe byt
amidovadn nebo esterifikovdn a mlZe obsahovat Zadny, Jjeden
nebo dva disulfidové mistky.

V  jednom nazorném provedeni vynalezu se popisuji
antimikrobidlni peptidy, které obsahuji pfibliZné 10 aZ 30
aminokyselinovych zbytkl a obsahuji aminokyselinovou

sekvenci:




(I) X1 X2 X3 X4 X5 Cg X7 Cg Xo Xyo X1 X1z Ci3 X14 Cis X3 X197 Xis

nebo farmaceuticky pfijatelnou stl nebo jejich formu s
acetylovanym N-koncem nebo amidovanym nebo estrifikovanym C-
koncem, kde:

kaZzdy z Cs a Ci3 je nezadvisle pritomen nebo neni p¥itomen
a JjestliZe je pfritomen, pak kaZdy Jje nezadvisle podobny
cysteinu, je bazicky, maly, poldrni/velky nebo hydrofdbni;

kazdy z Cs a Cis5 Jje nezadvisle aminokyselina podobné
cysteinu, bazickéd, mala, polérni/velkd nebo hydrofdbni;

kazdy z X; aZi Xs Jje nezavisle ptritomen nebo neni
pfitomen a jestliZe Je pritomen, pak kaZdy je nezavisle
bazicka, polarni/velkd nebo mald aminokyselina;

kazdy z X; a Xy Je nezavisle hydrofdébni nebo maléd
aminokyselina;

kazdy z Xs a Xi; Je nezavisle pritomen nebo neni
pfitomen;

X9 aZ Xy, dohromady jsou schopny vytvofit reverzni ohyb,
jstliZe jsou obsaZeny v aminokyselinové sekvenci vzorce (I) a
nejméné jeden z Xy aZ X, musi byt bazickd aminokyselina;

kazdy z X6 aZ ¥X;g Jje nezavisle ptfitomen nebo neni
pfitomen a JjestliZe Jje pfitomen, pak kaZdy Jje nezéavisle
bazickd, hydrofdébni, poldrni/velkd nebo mald aminokyselina;

a kde nejméné okolo 15% aZz 50% aminokyselin, které jsou
obsaZeny v antimikrobiédlnim peptidu, je bazickych, pficemiZ
antimikrobidlni peptid m& pf¥i hodnoté fyziologického pH Cisty
naboj nejméné +1.

Peptidy podle vynadlezu  vykazuji Siroké spektrum
antimikrobidlni aktivity. Plsobi jako biocid vi&i velkému
mnoZstvi mikrobidlnich c¢ili, mezi néZ pat¥i gram-pozitivni
bakterie, gram-negativni bakterie, kvasinky, houby a
protozoa. Peptidy v podstaté majl Siroky rozsah aplikace jako

antibakteridlni c¢inidla. Peptidy se napfiklad mohou pouZit k




ochrané a dezinfekci fady materi&ld, které zahrnuji 1lékarské
nastroje, potraviny, kosmetiku, roztoky pro kontaktni &od&ky,
léky nebo jiné materidly, které obsahuji nutrienty. Peptidy
je moZné také pouZit za Uéelem profylaxe nebo lécby
mikrobidlnich infekci nebo onemocnéni rostlin a zviFat.

Vyndlez déle popisuje rekombinantni materidly pouZitelné
pfi produkci Jistych peptidd podle wvyndlezu, podobné jsou
pouZitelné pfi produkci rostlin nebo zvifat, které ijsou
modifikovany tak, Ze obsahuji expresivnl systémy vhodné pro
produkci téchto peptidi.

Vyndlez d&le uvadi farmaceutické kompozice a kompozice
vhodné pro aplikaci na rostliny, které obsahuji jako aktivni
ingredience peptidy podle vynédlezu, nebo kompozice, které
obsahuji expresivni systémy vhodné pro produkci peptidd nebo
pro 1in situ expresi nukleotidové sekvence koédujici tyto
peptidy.

Vyndlez d&ale popisuje zplsoby syntetické ptipravy
peptidi podle vyndlezu, protilatky specifiké k témto peptidim
a pouziti peptidl jako konzervacnich c&inidel.

Vynalez dAale popisuje zplsoby pouZiti shora popsanych
peptidl nebo jejich kompozic za uUCelem inhibice mikrobidlniho
ristu. Zpusob obecné zahrnuje kontakt mikréba S
antimikrobidlné u¢innym mnoZstvim Jjednoho nebo vice peptidd
nebo kompozic podle vyndlezu. V preferovaném provedeni
vyndlezu Jje bakterie v kontaktu s bakteriocidné U&innym
mnoZstvim peptidu nebo kompozice.

K takovym onemocnénim nebo infekcim pat¥i infekce o&i,
jako Jje zanét spojivek a keratitida, kornedlni vEedy,
Zaludecni vtedy, které se spojujli s bakteriemi H. pylori,
pohlavné pfenosné nemoci (STD) a gram negativni sepse.
Klinicky relevantni infekce, kterym se mlZe predchizet nebo
se mohou lécit peptidy podle wvyndlezu zahrnuji systematické

infekce, které Jjsou zpusobeny patogeny rezistentnimi na




nékolik 1éka, Jjako Jsou bakterie Enterococcos faecium s
rezistenci na vankomycin, Staphylococcus aureus s rezistenci
na methicilin a Sterptococcus pneumonia s rezistenci na

penicilin.

Definice
Termin “sekundarni struktura” znamend pravidelnoulokalni

strukturu segmentd polypeptidovych Fet&zcli. Zahrnuje, ale
neni omezena na dvouSroubovice, jako jsou a-helixyprodlouZené
Fetézce, jako jsou PB-fet&zce a listy prodlouZenych Fetézcu,
jako jsou B-listy.

Termin “antiparalelni B-list” znamena sekundarni
strukturu polypeptidového Fetézce charakterizovanou
intermolekularnim vodikovym spojenim hlavnich antiparalelnich
feté&zclh peptidld. Antiparalelni fp-list mlZe obsahovat jedno
nebo dva vnitrofetéfetézova disulfidova spojeni.

Termin “amfifilicky antiparalelni B-list” znamena

antiparalelni f-1list, kde jeden povrch ma& ¢&isté@ hydrofébni
charakter a druhy povrch ma ¢isté hydrofilni charakter.
Termin “reverzni ohyb” charakterizuje sekundérni

strukturu, kde jsou spojeny prilehlé Ffetézce antiparalelniho

B-listu. Reverzni ohyb je tvofen segmentem, ktery obsahuje
dva aZ Cctyfi aminokyselinové zbytky a ktery obraci smér
polypeptidového fetézce, coZ umoZiuje jednotlivému
polypeptidovému fetézci, aby p¥ijmul antiparalelni konformaci
B-listu. Takové peptidové segmenty jsou v oboru dobfe znamy a
zahrnuji napfiklad vy-ohyby tvofené tFemi aminokyselinovymi
zbytky (Rose .et al., 1985, Adv. Protein Chem. 37: 1-109;
Wilmer-White et al., 1987, Trends Biochem. Sci. 12: 189-192;
Wilmot et al., 1988, J. Mol. Biol. 203: 221-232; Sibanda et
al., 1989, J.Mol.Biol. 206: 759-777; Tramontano et al., 1989,




Proteins: Struct. Funct. Genet. 6: 382-394) a B~ohyby tvoFené
Ctyfmi aminokyselinovymi zbytky, jak se popisuje déle v
textu.

Termin “B-ohyb” znamend podtfidu reverznich ohyba. B-
ohyb Je peptidovy segment tvofeny &ty¥mi aminokyselinovymi
zbytky, ktery obraci smér polypeptidového Fetdzce tak, Ze
umoZfiuje  jednotlivému polypeptidovému  Fetézci prijmout
sekundarni strukturu f-listu. Dva vnit#ni aminokyselinové

zbytky B-ohybu nejsou zahrnuty do vodikového spojéni B-listu;
Dva aminokyselinové zbytky na kzZdé strané internich zbytkl
Jsou zahrnuty do vodikového spojeni B-listu. Termin “B-ohyb”
Zahrnuje v3echny tytpy peptidovych B-ohybl, které jsou bé&Znd
znamy v oboru nap¥. typ-I, typ-II, typ-III, typ-I°, typ-II  a
typ-III° B-ohybl (Rose et al., 1985, Adv. Protein Chem. 37:
1-109; Wilmer-White et al., 1987, Trends Biochem. Sci. 12:
189-192; Wilmot et al., 1988, J. Mol. Biol. 203: 221-232;
Sibanda et al., 1989, J. Mol. Biol. 206: 759-777; Tramontano
et al., 1989, Proteins: Struct. Funct. Genet. 6: 382-394).

Termin “antimikrobidlné uc¢inné mnoZstvi” zZnamena
mnoZstvi peptidu (nebo jeho kompozice), které plsobi
biostaticky nebo biocidné& proti cilovému mikrébu. Lépe Feleno
Termin antimikrobidlné uc¢inné mnoZstvi peptidu znamenéa
mnozstvi peptidu, které inhibuje rast cilového mikrébu nebo
je pro néj smrtici.

Termin “terapeuticky u¢inné mnoZstvi” znamend mnoZstvi
peptidu (nebo jeho kompozice), které je uZinné pro zlep3eni
symptomi mikrobidlni infekce nebo pro 1lécbu ¢&i prevenci
mikrobidlnich infekci nebo onemocnéni u rostlin i zvifat.

Termin “farmaceuticky pfijatelnd sul” znamenad ty sole,
které v podstaté udrZuji antimikrobidlni aktivitu volnych

bazi a které se ziskaly reakcl s anorganickymi kyselinami.




Popis preferovanych provedeni vynalezu

Vynalez popisuje protegrinové peptidy, které maji
antimikrobidlni aktivitu, kompozice, které obsahuji tyto
peptidy, zplusoby pouZiti peptidd (nebo jejich kompozic) pri
inhibici $irokého 8k&ly mikrobidlnich cilti nebo p¥i jejich
usmrceni, zplsoby pouZiti peptidd (nebo jejich kompozic) pEi
léCb& nebo prevenci mikrobidlnich infekci a nemoci rostlin a
zvirat.

Peptidy podle wvynédlezu vykazuji Siroké spektrum
antimikrobidlni aktivity, plsobi biostaticky a biocidné proti
Sirokému Skadle mikrobidlnich cild, které zahrnuji, ale nejsou
omezeny na gram-pozitivni bakterie, jako jsou L.
monocytogenes, B. subtilis, E. faecalis (zahrnujic kmeny
citlivé (VSEF) a rezistentni (VREF) na vankomycin), E.
faecium (zahrnujic kmeny citlivé (VSEF) a rezistentni (VREF)
na vankomycin), S.aureus (zahrnujic kmeny citlivé (MSSA) a
rezistentni (MRSA) na methicilin), S. epidermis zahrnujic
kmeny citlivé (MSSE) a rezistentni (MRSE) na methicilin), S.
salivarius, C. minutissium, C. pseudodiptheriate, C.
stratium, Corynebacterium skupina Gl, Corynebacterium skupina
G2, §S. pneumaniae (zahrnujic kmeny rezistentni (MRSA) na
penicilin), S. mitis a S. sanguis; na gram-negativni bakterie
zahrnujic A. calcoaceticus, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, S. marcescens, H. influenza, Moraxella sp., N.
meningitidis, S. typhimurium, H. pylori, H. felis a C.
jejuni; na protozoa, kvasinky a jisté kmeny virQi a retrovird.
V. podstaté zde popsané peptidy plsobi biostaticky nebo
biocidné na klinicky relevantni patogeny, které vykazuji
rezistenci na fadu lékt. Mezi jinymi do této skupiny patfi na
vankmycin rezistentni Enterococcus faecalis nebo faecium

("VRE”),  na penicilin rezistentni Streptococcus pneumoniae




("PRSP”) a na methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
("MRSA") .

Peptidy podle vyndlezu (nebo jejich kompozice) se mohou
pouZit jako biocidni nebo biostatickd ¢&inidla pfi rlznych
aplikacich. Napriklad peptidy se mohou pouZit pro dezinfekci
nebo prevenci rlznych materidld které zahrnuji lékaFské
nastroje, potraviny, kosmetiku, roztoky pro kontaktni &ocky,
léky nebo jiné materialy, které obsahuji nutrienty. Peptidy
podle vyndlezu se mohou pouZit jako bakteriostatické nebo
bakteriocidni &inidla pro patogeny, které jsou rezistentni na
fadu léku. Jsou to nap¥iklad VRE, MRSA a MSSE.

Peptidy podle vyndlezu nebo jejich kompozice jsou také
pouZitelné pro pofylaxi nebo 1é&bu mikrobiadlnich infekci a
onemocnéni u rostlin a zvirFat. Takovd onemocné&ni zahrnuji,
ale nejsou omezena na gram-negativni a gram-pozitivni
bakteridlni infekce, endokarditidy, pneumonie a Jjiné
respiracdéni infekce, infekce molovych cest, systémova
kandidéza, oré&lni mukositida, atd.

Zde popsané peptidy vykazuji podstatné vyhody ve
srovnani s tradiénimi antibiotiky  a/nebo s jinymi
antimikrobidlnimi peptidy. Napfiklad zde popsané peptidy jsou
pfibuzné antimikrobidlnim peptidim, které byly nalezeny u
zvifat. VEri se, Ze relativn& vysoky vyskyt rezistence na
tradi¢ni antibiotika nebude aktudlni pro zde popsané peptidy.

Uréita vyhoda nékterych protegrin@i podle vynédlezu,
zvlasté “mini-protegrinové” formy, které maji méné& neZ 18
aminokyselin, je v Jjejich redukované velikosti. Jejich
produkce Jje méné ndkladna, oc&ekdva se, Ze budou lépe

distribuovany tkani a jsou méné& imonogenni.

Peptidy
Protegrinové peptidy podle vynalezu obecné& zahrnuji

aminokyselinovou sekvenci:
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(I) X1 X2 X3 X4 X5 Co X7 Ca Xo X10 X1 X12 Ciz X1s Cis X16 X117 Xig

a jejil definované modifikované formy. Tyto peptidy, které se
mohou n&hodné objevit v pfirodé, musi byt v &i3téné a/nebo
izolované formé nebo synteticky nebo rekombinantné
pfipravené.

OznaCeni X, v kaZdém pf¥ipadé znamend aminokyselinu se
specifikovanou pozici v peptidu. Podobné oznadeni C, znamena
aminokyselinu se specifickovanou pozici a dale reprezentuje
tyto pozice v v aminokyselinové sekvenci vzorce (I), ktera
miZe  obsahovat aminokyselinové zbytky  schopné tvofit
disulfidové vnit#ni spojeni.

Aminokyselinovymi zbytky oznalenymi X, nebo C, mohou byt
geneticky kédované L-aminokyseliny, p#irozen& se vyskytujici
negeneticky kébdované L-aminokyseliny, syntetické L-
aminokyseliny nebo D-enantioméry vSech shora uvedenych
aminokyselin. Oznaeni dvaceti geneticky kédovanych L-
aminokyselin a béZnych nekdédovanych aminokyslin je bé&Zné a

nasleduje:
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Zkratky béZnych aminokyselin

aminokyselina jednopismeny | bé&Zné& uZivana
symbol zkratka
alanin A Ala
arginin R Arg
asparagin N ) Asn
aspartova kyselina D Asp
cystein C Cys
glutamin Q Gln
glutamové kyslina E Glu
glycin G Gly
histidin H His
izoleucin I Ile
leucin L Leu
lyzin K Lys
metionin M Met
fenylalanin F Phe
prolin P Pro
serin S Ser
treonin T Thr
tryptofan W Trp
tyrozin Y Tyr
valin v Val
ornitin o} Orn
B-alanin bAla
2,3-diaminopropionova kyselina Dpr
a-aminoizobutyrovad kyselina Aib
N-metylglycin (sarkozin) MeGly
citrulin Cit
t-butylalanin t-BuA
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t-butylglycin
N-metylizoleucin
fenylglycin
cyklohexylalanin
norleucin
l-naftylalanin
2-naftylalanin
4-chlorofenylalanin
2-fluorofenylalanin
3-fluorofenylalanin
4-fluorofenylalanin
penicilamin

1,2,3,4-tetrahydroizoquinolin-
3-karboxylova kyselina

B-2-tienylalanin
metioninsulfoxid
homoarginin

N-acetyllyzin
2,4-diaminobutyrovd kyselina
p-aminofenylalanin
N~metylvalin

homocystein

homoserin
g—aminohexanova kyselina

d-aminovalerovad kyselina
2,3~diaminobutyrova kyselina
hydroxyprolin
parabenzylfenylalanin
homofenylalanin

N-metylfenylalanin

t-BuG
MeIle
Phg
Cha
Nle
1-Nal
2-Nal
Phe (4-Cl)
- Phe(2-F)
Phe (3~-F)
Phe (4-F)
Pen

Tic

Thi
MSO
Har
AcLys
Dbu
Phe (pNH;)
MeVal
hCys
hSer
Aha
Ava
Dab
Hyp
Pba
hPhe
MePhe

Latky podle vynédlezu jsou peptidy,

které jsou Castedné

definovany terminem aminokyselinové zbytky ur&enych t¥id.
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Aminokyselinové zbytky se mohou obecné& klasifikovat do
hlavnich podt#id:

Kyselé: zbytek ma& negativni naboj, coZ je zplsobeno
ztratou iontu H' p#i hodnoté& fyziologického PH a zbytek Jje
pfitahovan vodnym roztokem tak, Ze hleda povrchové pozice v
konformaci peptidu, ve kterém je obsaZen, jestliZe peptid je
ve vodném médiu p¥i fyziologickém pH.

Bazické: zbytek mé& pozitivni naboj, coZ je zplsobeno
asocicaci s iontem H" p¥i fyziologické hodnot& pH a zbytek je
pritahovadn vodnym roztokem tak, Ze hleda povrchové pozice v
konformaci peptidu, ve kterém je obsaZen, jestliZe je peptid
ve vodném médiu p¥i fyziologickém pH.

Hyrofdbni: Zbytky nejsou p¥i hodnoté fyziologického pH
nabity a zbytek je odpuzovan vodnym roztokem tak, Ze hleda
vnitfni pozice v konformaci peptidu, ve kterém je obsaZen,
jestliZe je peptid ve vodném médiu.

Polarni/velké: zbytky nejsou nabity pfi  hodnoté
fyziologického pH, ale zbytek neni dostate&né& odpuzovan
vodnymi roztoky tak, Ze musi hledat vnit#fni pozici v
konformaci peptidu, ve kterém je obsaZen, jestliZe peptid je
ve vodném médiu. V zavislosti na podminkdch a zbyvajicich
aminokyselindch v sekvenci zbytek miZe leZet ve vnit#nim
prostoru nebo na povrchu proteinu.

Podobné cysteinu: zbytky maji postranni reté&zec, ktery
Je schopny participovat na disulfidickém spojeni. Pak
aminokyseliny podobné cysteinu maji obecné& postranni Fetézec,
ktery obsahuje nejméné jednu thiolovou skupinu (SH), jako je
cystein, homocystein, penicilinamin, atd, preferuje se
cystein.

Malé: Jjisté neutrdlni aminokyseliny maji postranni
fetézce, které nejsou dostatedn& velké, dokonce jestlizZe
chybi polarni skupina, aby byly hydrofébni. “Malé”

aminokyseliny jsou ty, které obsahuji &ty¥i nebo méné& uhlikua
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v ptipadé, Ze postranni Fretézec obsahuje nejméné jednu
polarni skupinu, a t¥i a méné uhlikl, JstliZe polarni skupiny
nejsou pritomny.

Genem kédovand sekunddrni aminokyselina prolin (stejné
jako iminokyseliny podobné prolinu, jako jsou 3-hydroxyprolin
a 4-hydroxyprolin), Jje znédma, Ze pusobi na sekundérni
konformaci peptidovych £fetézclt a neni ptoro =zahrnuta do
skupiny.

Samozfejmé se rozumi, Ze ve statistické sbirce
jednotlivych zbytkd nékteré molekuly budou vykazovat ndboj a
nékteré tento ndboj mit nebudou a budou v men$im nebo vétsim
rozsahu existovat pritaZlivé nebo odpudivé sily viaé¢i vodnému
médiu. Pojem “nabity” se definuje Jjako podstatné procento
(nejméné okolo 25%) jednotlivych molekul, které nesou néboj
ve fyziologickém pH. Stupeili pfitahovadni a odpuzovani je nutny
pro klasifikaci polarity a proto specidlné aminokyseliny,
které jsou zahrnuty ve vynadlezu se klasifikuji jako polarni
nebo nepoldrni. Vét3ina aminokyselin, které nejsou specificky
pojmenovany, se mohou klasifikovat na zakladé chovani.

Aminokyselinové =zbytky se mohou dale rozdélovat do
podskupinjako cyklické nebo necyklické a aromatické nebo
nearomatické, samovysvétlujici klasifikace s ohledem na
substituéni skupiny zbytkd vedlejsiho fetézce.

Jisté DbéZné aminokyseliny, které miZe obsahovat peptid
podle wvynédlezu, nejsou geneticky kdédovany. Mezi tyto
aminokyseliny pat#i, ale nejsou na né omezeny [-alanin (b-
Ala) a Jiné omega.aminokyseliny, Jjako 3-aminopropionova
kyselina, 2,3-diaminopropionova kyselina (Dpr), 4-

aminobutanovd kyselina a dalSi; oa-aminoizobutylovéd kyselina

(Aib) ; g-aminohexanova kyselina (Aha) ; daminovalerova
kyselina (Ava); N-metylaglycin nebo sarkozin (MeGly); ornitin
(Orn); citrulin (Cit); t-butylalanin (t-BuA); t-butylglycin

(t=-BuG) ; N-metylizoleucin (MeIle); fenylglycin (Phqg) ;
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cyklohexylalanin (Cha); norleucin (Nle); l-naftylalanin (1-
Nal); 2-naftylalanin (2-Nal); 4-chlorofenylalanin (Phe (4-
Cl)); 2-fluorofenylalanin (Phe(2-F)); 3-fluorofenylalanin
(Phe (3F)); 4-fluorofenylalanin (Phe(4F)); penicilamin (Pen);
1,2,3,4-tetrahydroizoquinolin-3-karboxylova kyselina (Tic);
B-2-thienylalanin (Thi) ; sulfoxid methioninu (MSO) ;
homoarginin (Har); N-acetyllyzin (AcLys); 2,3-diamincbutylova
kyselina (Dab); 2,4-diaminobutylovd kyselina (Dbu); p-
aminofenylalanin (Phe (pNH) ) ; N-metylvalin (MeVal) ;
homocystein (hCys) ; hydroxyprolin (Hyp) ;
parabenzylfenylalanin (Pba) ; Homofenylalanin (hPhe) ; N-
metylfenylalanin (MePhe) ; a homoserin (hSer) . Tyto
aminokyseliny také spadaji do shora definovanych kategorii.
Klasifikace shora popsanych geneticky kdédovanych a
nekdédovanych aminokyselin je uvedena v tabulce &. 1 dale v
textu. Rozumi se, Ze je zde uvedena pouze pro nazornost a
neznamend seznam veSech kyselin, které jsou obsaZeny ve zde

popsanych peptidech.

Tabulka ¢. 1

Klasifiakce aminokyselin

klasifikace geneticky kédované nejsou geneticky
kédované
hydrofébni T, v, I, L, M, F, W |Phg, 1-Nal, 2-Nal,

Thi, Tic, Phe(4-Cl),
Phe (2-F), Phe(3-F),
Phe (4-F), t-BuA, t-
BuG, MelIle, Nle,
MeVal, Cha, hPhe,
MePhe, Pba

Dpr, Orn, hArg,
kyselé D, E Phe (p-NH;), Dbu, Dab
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bazické H, K, R Cit, AcLys, MSO
bAla, MeGly, Aib,
polarni/velké Q, N hSer
malé G, S, A, T Pen, hCys

podobné cysteinu |C

V peptidu vzorce (I) symbol “-"“ mezi aminokyselinovymi zbytky
X, a/nebo C, obecné oznaduje interspojeni hlavniho retézce.
Symbol Y“-% obvykle znadi amidové spojeni (-C(Q)-NH).Rozumi
se, Ze ve v3ech peptidech podle vyndlezu se miZe jeden nebo
vice amidovych spojeni nahradit spojenim, které je jiné neZ
amidové. Mezi takovd spojeni patfi, ale nejsou omezena -
CH,NH-, -CH,;S-, -CH, CH,;, -CH=CH- (cis a trans forma), -
C(0)CH,~, -CH(OH)CH,- a =~CH,SO-.

Peptidy majici takové spojeni a zplsoby pFipravy
takovych peptidid jsoudobfe znéma v oboru (Spatola, 1983, Vega
Data 1(3) (obecné review); Spatola, 1983, “Peptide Backbone
Modifications” In: Chemistry and Biochemistry of Amino Acids
and Proteins (Weinstein, ed.), Marcel Dekker, New York, p.
267 (obecné review); Morley, 1980, Trends Pharm. Sci. 1: 463-
468; Hudson et al., 1979, Int. J. Prot. Res. 14: 177-185 (-
CH;NH-, - CH; CH:-); Spatola et al., 1986, Life Sci. 38: 1243-
1249 (-CH,-S); Hann, 1982, J. Chem. Scc. Perkin Trans. I. 1:
307-314 (-CH=CH-, c¢is a trans forma); Almguist., et al.,
1980, J. Med. Chem. 23: 1392-1398 (-COCH;-); Jennings-White
et al., Tetrahedron. Lett. 23: 2533 (-COCH;-); Europan Patent
Application EP 45665 (1982) CA:97: 39405 (-CH(OH)CH,-);
Holladay et al., 1983, Tetrahedron Lett. 24: 4401-4404 (-
C(OH)CH;); a Hruby, 1982, Life Sci. 31: 189-199 (-CH,-S-).

Peptidy podle wvyndlezu obsahuji okolo 10 aZ 30

aminokyselinovych zbytk(. Rozumi se, Ze adkoli vzorec (I)
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znazoriiuje 18 specifikovanych pozic aminokyselin obsahujici
peptidovou strukturu “core”, peptidy podle vyndlezu mohou
obsahovat vice nebo méné aminokyselin bez plsobeni delece a v
nekterych pripadech to dokonce zesiluje antimikrobidlni nebo
jiné pouZitelné vlastnosti peptidd. V p¥ipadé peptidli, které
obsahuji méné neZ 18 aminokyselinovych zbytkd, se v peptidové
sekvenci nenachdzi jisté specifikované aminokyseliny, jak se
diskutuje detalnéji dale v textu.

V  ptfipadé peptida, které obsahuji ~“vice neZ 18
aminokyselinovych zbytkl, aminokyselinovad skevence, ktera je
zobrazena vzorcem (I), miZe obsahovat prodlouZeni na N-
a/nebo C-konci o aminokyselinové zbytky nebo peptidové
sekvence. Rozumi se, Ze takové pfidané aminokyselinové zbytky
nebo peptidové sekvence neinterferuji v tom, Ze budou
poSkozovat antimikrobidlni aktivitu peptidu, coZ se srovnava
s pfirozené se vyskytujicimi protegriny.

Peptidy podle vyndlezu jsou charakterizovany strukturou
“core”, kterd obsahuje dva hlavni elementy nebo motivy:
oblast reverzni smycky, kterd je vymezena dvéma Fetézci,
které tvori antiparalelni B-list. V&¥i se, Ze antimikrobialni
aktivita 1latek vzorce (I) Jje <Castedn& spojena s takovou
jadernou strukturou.

Oblast B-listu peptidli obsahuej N-feté&zec (zbytky X, aZ
Cs) a C-fetézec (zbytky Ciz aZ X;s). Ret&zce N a C Jsou
navzajem uspofadany antiparalelné Jjsou k sobé spojeny
kovalentné pfes vodikové mistky hlavnich Fetézcl (v publikaci
Creighton, 1993, Protein Structures and Molecular Properties,
W.H. Freeman and Co., NY a v jiné zde citované literatufe se
detailné popisuje struktura B-listh). Vé¥i se, Ze vé&t3ina
daleZitych zbytkli, které jsou obsaZeny v oblasti B-listu jsou

Zbytky X5 az Cg a X13 az Cis.
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Oblast B-listu peptidd je prednostné amfifilicka, to
znamena na povrchu B-listu m& &ist&@ hydrofdébni chrakter a

jiny povrch m& &isté hydrofébni charakter. S odvoldnim na
strukturu B-listu zobrazeného na obrazku &. 6vedlej3i Fetdzce
L-aminokyselinovych zbytk®i, které 1leZi jeden té&sné& vedle
druhého (zbytky n, n+l, n+2, atd) uvnit? Fet&zce v opadnych
smérech tak, Ze jsou umistény na opadnych povriich B-listu.
Bo¢ni Fetézce l-aminokyselinovych zbytkli, které. le?i uvnit#
fetézce jeden vedle druhého (zbytky n ac, n+l a c+l, atd) ve
stejnem sméru tak, Ze se nachéazeji na stejném povrcu B-listu.
PouZivajic tento obecny strukturdlni motiv amfifilického

antiparalelniho f-listu se ziskalo selekci aminokyselin v

kazdé pozici zbytku, coZ vede k B-listu, ktery m& hydrofébni
vedlejsi fetézce umistény na Jjednom povrchu listu a
hydrofilni bocni Ffetézce jsou umisténé na druhém povrchu
listu.

Samoztejmé je vhodné, aby povrchy amfifilické
antiparalelni oblasti f-listu mély pouze <&istd hydrofébni
nebo Cist& hydrofilni charakter, kaZdy vedelj8i Fetézec
obsahujici ur&ity povrch nepotfebuje byt hydrofébni nebo
hydrofilni. Povrchy mohou obsahovat vedlejdi Fet&zce, které
podstatné neméni charakter povrchu. Napfiklad hydrofébni nebo
hydrofilni povrchy mohou obsahovat malé aminokyselinové boéni
Fetézce, pficemZ tyto vedlej3i Fetézce podstatné neovliviiuji
chrakter povrchu.

Oblast f-listu peptidd vzorce (I) miZe obsahovat od
Jednoho do &ty aminokyselin podobnych cysteinu, které jsou
oznaCeny Cs, Cg, Cis a Cis, které se mohou podilet
disulfidickych vazbadch mezi Fetézci. Peptidy podle vynalezu
obsahuji nejméné& dva aminokyselinové zbytky podobné cysteinu,
které mohou byt ve formé& rovného fetd&zce nebo ve formé& kruhu

v zavislosti na rozsahu formace disulfidickych vazeb.
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Cyklické formy jsou vysledkem formace disulfidickych spojeni
mezi vSemi nebo nékolika =ze ¢&ty# variant aminokyselin
podobnych cysteinu. Cyklické formy podle vynalezu zahrnuji
vSechny moZné permutace formaci disulfidovych vazeb. Formy
pfimého retézce mohou pfejit na cyklickou formu a obracenéd.
Zpusoby tvorby disulfidovych mistkli za udelem vytvoreni
cyklickych forem jsou dobfe zndmy v oboru stejné& jako zplsoby
redukce disulfidd za ucelem vytvofeni linedrnich latek.

Pfirozené& se vyskytujici protegriny (PG-1 aZ PG-5)
obsahuji dvé disulfidové vazby; jedna je mezi cysteiny C¢-Cys
a dal3i je mezi cysteiny Cg-C;; (Harwing et al., 1995, J.
Peptide Sci. 3: 207). V tomto provedeni vynalezu, které ma
dva disulfidové mistky, se preferuje forma cysteiny Cs-Cis a
Cg-Ci3. Takové peptidy se oznacuji jako nativni formy.
Zjsitilo se v3ak, Ze formy protegrind obsahujici pouze jednu
disulfidovou vazbu jsou aktivni a jednoduSe se pfipravuji.
Preferovand provedeni maji pouze jednu disulfidickou vazbu a
jsou to ta, kterd jsou reprezentovdna samotnym Cs-Cis a
samotnym Cg-Cis.

Formy obsahujici disulfid Ce—Cis, jako jediné
disulfidické spojeni jsou obecné oznadeny “bullet” formy
protegrint; ty formy, kde Jjediny disulfid je Cs-Ci5 jsou
oznacCeny Jjako “kite” formy. Formy “bullet” a “kite” se
vétSinou bé&Zné pfipravuji zaménou kaZdého aminokyselinovému
zbytku podobnému cysteinu v pozicich, které nejsou zahrnuty v
disulfidickém spojeni s aminokyselinami, které se nepodili na
disulfidickych vazbach, pfrednostné s malymi aminokyselinami,
jako je glycin, serin, alanin nebo treonin. V jiném pripadé&
nemusi byt pfitomen Cg a/nebo Cis.

Jako linearizované nebo “snake” formy nativnich peptidn
maji vyznamné aktivity peptidy podle vynélezu, které zahrnuji
linearizované formy, pficemZ sulfylhydrylové skupiny (SH)

jsou chemicky stabilizovédny vhodnymi &inidly. Termin “SH-
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stabilizované” formy peptidd podle vyndlezu obsahuji
sulfhydrylové skupiny, které reaguji se standardnimi ¢inidly
za UCelem prevence znovu vytvofeni disulfidovych vazeb nebo
jsou to formy, kde aminokyselinové zbytky podobné cysteinu
jsou nahrazeny jinymi aminokyselinami, jak se uvadi shora v
textu. Preferuje se, aby se v3echny ¢&ty?i aminokyselinové
zbytky podobné cysteinu nahradily nebo se SH-stabilizovaly za
ucelem minimalizace pravdépodobnosti tvofeni
intermolekularnich disulfidovych spojeni. -

Atomy siry, které se ©podileji na vnitroretdzcovém
disulfidovém mustku v P-listu nejsou umistény v roving,

kterou definuji vnitrofetézcové vodikové vazby; atomy siry
sviraji thel S ohledem na B-uhliky spojenych
aminokyselinovych zbytkl tak, Ze jsou umisté&ny na povrchu B-
listu. Atomy siry disulfidového spojeni  pfizpivé k
hydrifilicité& povrchu p-listu. Rozumi se, Ze v peptidech
vzorce I oblast B-listu, kterd je definovana nésledujicim

vzorcem, spada do definice zde popsaného amfifilického anti-

paralelniho listu:

|

Cis = Xy4 = Cys

kde Ce, Cg, Ci3 a Cis Jsou kaZdy nezadvisle aminokyselina
podobna cysteinu, X; a Xi;s Jsou kaZdy nezavisle hydrofébni
nebo mala aminokyselina a // disulfidickd vazba. Ve zv1a3téd
preferovaném provedeni Cg, Cy, Ci3 a Cis jsou kaZdy cystein a
X7 a X4 jsou kaZdy nezavisle hydrofébni aminokyseliny.

Sekundarni struktura B-listu zobrazend na obrazku &. 6

je celd tvofena L-aminokyselinami. Odbornici dok&Zi rozeznat,

Ze substituce L-aminokyseliny s Jjejim odpovidajicim D-
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enantiomérem ve specifické pozici zbytku miZe podkodit

stabilitu struktury nebo amfifilicitu amfifilické
antiparalelni oblasti B-listu. Stupell po3kozeni strukturalni
stability nebo amfifilicity substituci ur&itymi enantioméry
Castecné =zavisi na velikosti aminokyselinového vedlejdiho
fet&zce a pozici zbytku v P-listu. Upfednostiiuje se, aby
oblast P-listu peptidd vzorce I obsahovala smé&sy L- a D-
aminokyselin, které neovliviiuji podstatné stabilitu a

amfifilicitu oblasto B-listu, coZ se srovnadva s peptidy,

které obsahuji odpovidajici v8echny D- nebo v3echny
Lenantiomérové formy listu. Cdbornikovi jsou zfejmé
enantiomérové substituce, které neovliviiuji podstatné

stabilitu nebo amfifilicitu oblasti B-listu.

V preferovaném provedeni vyndlezu hydrofdbni, bazické,
polarni/velké a cysteinu podobné aminokyseliny, které
obsahuji oblast B-listu jsou bud viechny L-enantioméry nebo
vSechny Jjsou D-enantioméry. Malé aminokyseliny obsahujici
oblast fB-listu mohou byt bud L-enantioméry nebo D-
enantioméry.

Oblast reverzniho ohybu peptidld vzorce I (zbytky Xo-Xio-

X11-X;2  berocu-1li se v Gvahu dohromady) vazi tetézce
antiparalelniho B-listu. Oblast reverzniho ohybu obsahuje

strukturu, kterd obraci smér polypeptidového Fretézce tak, Ze

umoZniuje oblasti peptidu p#ijmout antiparalelni sekundarni

strukturu P-listu.

Oblast reverzniho ohybu molekuly obecné& obsahuje dvé&,
tfi nebo ¢&tyfi aminokyselinové zbytky (zbytek Xs a/nebo X;-
nemusi byt pritomny). DlleZity rys peptidd podle vynalezu je
pfitomnost pozitivniho né&boje v oblasti ohybu molekuly. Pak
jeden z X¢-X;» a prednostné X¢-X;;, musi byt bazicka

aminokyselina. Takové dva, t#i a J&tyfi aminokyselinové
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segmenty schopné plsobit ohyb v peptidu jsou dobre znédmy a
jsou odbornikovi zfejmé.

"V preferovaném provedeni vynalezu reverzni ohyb je vy~
ohyb, ktery obsahuje t#i aminokyselinové zbytky. Ve
skuteCnosti libovolna sekvence y-ohybu je zndmd v oboru a
miZe se pouZit v peptidech podle vynalezu. Mezi tyto sekvence
patfi ty, které se popisuji v publikacich Rose et al., 1985,
Adv. Protein Chem. 37: 1-109; Wilmer-White et al., 1987,
Trends Biochem. Sci. 12: 189-192; Wilmot et al., 1988, J.
Mol. Biol. 203: 221-232; Sibanda et al., 1989, J.Mol.Biol.
206: 759-777; Tramontano et al., 1989, Proteins: Struct.
Funct. Genet. 6: 382-394.

V Jiném preferovaném provedeni podle vynélezu reverzni ohyb
je B-ohyb, ktery je tvofen &ty¥mi aminokyselinovymi zbytky. V
takovych strukturdch nejsou dva vnit¥ni aminokyselinové
zbytky ohybu obvykle zahrnuty do vodikovych vazeb anti-
paralelniho B-listu ; dva aminokyselinové zbytky na kaZdé
strané vnitfnich zbytkld jsou obvykle zahrnuty do vodikovych
vazeb [-listu. VEFi se, Ze takové vodikové vazby pomdhaji

stabilizovat oblast f-listu molekuly.

Konformace a sekvence mnoha peptidd B-ohybll jsou v oboru
dobfe popsany a zahrnuji napfiklad tytp-I, typ-I°, typ-II,
typ-II°, tup-III, typ-III’, typ-1IV, typ V, typ-V’, typ-Via,
typ-Vib, typ-VII a typ-VIII (Richardson, 1981, Adv. Protein
Chem. 34: 167-339; Rose et al., 1985, Adv. Protein Chem. 37:
1-109; Wilmer-White et al., 1987, Trends Biochem. Sci. 12:
189-192; Wilmot et al., 1988, J. Mol. Biol. 203: 221-232;
Sibanda et al., 1989, J.Mol.Biol. 206: 759-777; Tramontano et
al., 1989, Proteins: Struct. Funct. Genet. 6: 382-394).

VSechny tyto typy peptidové struktury B-ohybu a jejich

odpovidajici sekvence stejné jako pozdéji objevené peptidové
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struktury f-ohybu a sekvence Jjsou specificky popsany ve
vynélezu.

Specifické konformace kratkych peptidovych ohybl, jako
jsou B-ohyby, primarné zdvisi na polohazh Jjistych
aminokyselinovych zbytkd v ohybu (obvykle Gly, Asn nebo Pro).
Obecné B-ohyb typ-1I je kompatibilni s libovolnym
aminokyselinovym zbytkem v polohdch Xs aZ X, mimo
skutecnost, Ze Pro se nemlZe vyskytovat v poloze X;;. U
obouch typl ohybl typ~I a typ-II pfevléda stkft_Gly v poloze
X12 a Pro pfevladdd v poloze X;p. Zbytky Asp, Asn, Ser a Cys se
Casto vyskytuji v poloze Xy, kde Jjejich vedlejsi <tfetézec
Casto tvori vodikovou vazbu s NH zbytku Xi;.

V ohybu typu-II se Gly a Asn objevuje vice <&asto v
poloze X;;, jak daleko jednodu3eji p¥ijimaji uhly hlavniho
Yetézce. V idedlnim ptipadé ohyb typ-I'mé& Gly v poloze Xjo a
X117 a ohyby typ-II'maji Gly v pozici X;o. Ohyby typu-III
obecné& mohou mit vét3inu aminokyselinovych zbytkl, ale ohyby
typ-I1I obvykle poZaduje, aby Gly bylo v polohach Xio a Xi.

Ohyby typ-Via a Vib obecné maji véazany cis peptid a Pro
jako vnit¥ni zbytek. V publikaci Wilmot et al., 1988, J. Mol.
Biol. 203: 221-232 je uveden pfehled rlGznych typu a sekvenci

B-ohybl v proteinecha v peptidech.

Preferované sekvence B-ohybu jsou nésledujici (uvedené v
pofadi Xy aZ Xip): 222G, ZZZF, 725G, ZZAL, 2GZL, ZFiL, ZPZV,
ZPZF, 7GzZY, 1ZGY, LZZF, YZGZ, YZGZ, kde kaZdé Z je nazavisle
L- nebo D-enantiomér R, K, Dbu nebo Orn.

Preferované B-ohyby zahrnuji ty, kde v pozici X, a/nebo
X;1 jsou Tic nebo Hyp. Je znédmo, Ze tyto zbytky ovliviuji
nebo indukuji v peptidech nebo proteinech struktury B-ohybu.

Peptidy podle vyndlezu jesou obecné bazické, to znamend,
Ze majl &isté& pozitivni néboj ve fyziologickém pH. VEri se,

Ze ptfitomnost pozitivné nabitych aminokyselinovych zbytkl
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zvlasté oblasti ohybu v molekule Jje dtleZitd v pripadé
antimikrobidlni aktivity.

Rozumi se, Ze statisticky hodnoceném celku jsou nékteré
jednotlivé aminokyselinové zbytky ve struktufe takového
peptidu pozitivné nabité, jiné Jsou negativné nabité a
nékteré nenesou Zadny nédboj. Pak nékteré peptidy budou
vykazovat nédboj a néktery budou bez nadboje. Aby se vyhovélo
definici “z&saditd” vétSina aminokyselinovych =zbytkd v
molekule peptidu jepozitivné nabitd ve fyziologickém pH. Pk
pfibliZné 15%, ale ne vice neZ okolo 50% aminokyselin musi
byt bazickych a latky musi mit &isty nédboj nejméné +1 pf¥i
fyziologickém pH. Upfednostiiuje se, aby peptidy podle
vynalezu mély ve fyziologickém pH Cisty ndboj nejméné +3.

V pfipadé provedeni vynalezu, které obsahuje 10
aminokyselin, zde mlZe existovat pouze jeden bazicky
aminokyselinovy =zbytek ; avSak dokonce I v tak kratkém
fetézcl se prferuje pfitomnost nejméné dvou bazickych zbytku.
JestliZe protegrinovy peptid obsahuje 15 aminokyselinovych
zbytkl, 3Jjsou nutné dva bazické zbytky. Preferuje se, aby
nejméné 20% aminokyselin v sekvenci bylo bazickych, zv1a3té
se prferuje, aby v sekvenci bylo 30% bazickych aminokyselin.

N-konec peptidd podle vynédlezu miZe byt ve volné amino
formé& nebo miZe byt acylovan skupinou vzorce RCO-, kde R je
hydrokarbylova skupina 1-25C, s vyhodou 1-10C, nejvyhodnéjsi
je 1-8C. Hydrokarbylovad skupina se miZe byt saturovand nebo
nesaturovana, s primym Fétézcem, vétvénd nebo cyklickd a je
to napfiklad metyl, etyl, izopropyl, t-butyl, n-pentyl,
cyklohexyl, cyklohexane-2-y1, hexene-3-yl, hexyne-4-yl,
oktyl, decyl, eikanosyl a podobné, pficemZ se preferuje
oktyl.

V Jjiném pripadé N-konec mlZe obsahovat aromatické
skupiny, jako je nafatlen atd. Takové skupiny se mohou bé&zZné

zaClenit do peptidld podle vyndlezu za pouZiti aminokyselin,
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jako jsou l-naftylalanin nebo 2-naftylalanin jako
aminokyselinovy zbytek N-konce.

N-konec peptidd miZe také byt substituovadn a za pouZiti
specifickych transmembranovych tuneldl miZe vstupovat do
bakteridlni periplazmy. Nap¥iklad N-konec miZe byt beZné
modifikovan katecholem za pouZiti esteru aktivovaného
katecholem NHS.

C-konec peptidu podle vynadlezu mlfe byt ve formé
nederivatizované karboxylové skupiny, bud jako volnd kyselina
nebo prijatelna stl, jako je draslik, sodik, vapnik, ho¥&ik
nebo jiné sole anorganického iontu nebo organického iontu,
jJako je kofein. V nékterych provedenich vynadlezu je obtiZné
pfipravit sole, protoZe zbytek molekuly nese pozitivni naboj,
ktery muZe odpuzovat relevantni kationt. Kerboxylovy konec
miZe také byt derivatizovan tvorbou esteru s alkoholem vzorce
ROH nebo mlZe byt amidovdn aminem vzorce NH; nebo RNH, nbeo
R;NH, kde kaZdé R je nezavisle hydrokarbyl s 1-25C, jak se
definuje v predchozim provedeni vynadlezu. Preferuji se
amidované formy peptidli, kde C-konec m& vzorec CONH,.

Adice lipofilickych skupin na C- a/nebo N-konec umoZiiuje
pruchod peptidu membranou cilového mikrobu a penetraci do
mist infekce. Volba optimdlni substituce je ur&ena hodnocenim
s ohledem na obsah lipidli cilového mikroba.

Pak v Jjednom nazorném provedeni vyndlezu se popisuji
antimikrobidlni peptidy, které obsahuji okolo 10 aZ 30

aminokyselinovych zbytklli a aminokyselinovou sekvenci:
(I) X1 X2 X3 X4 X5 Co X7 Cg Xo X10 X11 X12 Ci3 X14 Cis X16 X17 Xig
nebo farmaceuticky pfijatelnou stl nebo jejich formu s

acylovanym N-koncem nebo amidovanym C-koncem nebo jejich

esterifikovanou formu,
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kde kaZdy z Cg a C;3 Jje nezdvisle ptritomen nebo neni
pritomen a JjestliZe je pfitomen, pak kaZdy je nezéavisle
podobny cysteinu, Jje bazicky, maly, polarni/velky nebo
hydrofdébni;

kazidy z Cs a Cis Jje nezavisle aminokyselina podobna
cysteinu, bazicka, maléd, poldrni/velkd nebo hydrofdbni;

kazdy z X;-Xs; je nezavisle pfitomen nebo neni p¥itomen a
jestliZe Jje ©pritomen, pak kaZdy Jje nezavisle bazicka,
polarni/velkd nebo mald aminokyselina;

kazdy z X7 a X;; Je nezédvisle hydrofdédbni nebo mald
aminokyselina;

kazdy z Xy a Xi» Jje nezdvisle pfitomen nebo neni
pfitomen;

X9-X1», dohromady 3jsou schopny vytvofit reverzni ohyb,
jstliZe jsou obsaZeny v aminokyselinové sekvenci vzorce (I) a
nejméné jeden z X¢-X;; musi byt bazickd aminokyselina;

kaZdy z X 6-X18 je nezadvisle pfitomen nebo neni prfitomen
a JjestliZe Jje pfitomen, pak kaidy Je nezavisle bazicka,
hydrofébni, poldrni/velkd nebo mald aminokyselina;

a kde nejméné okolo 15% aZ 50% aminokyselin, které jsou
obsaZeny v antimikrobidlnim peptidu, je bazickych, pricemi
antimikrobidlni peptid m& p¥i hodnoté fyziologického pH Cisty
nadboj nejméné +1.

V jedné zde popsané tridé protegrinid jsou bud hydrofdbni
aminokyseliny nalezené vptirozené se
vyskytujicichprotegrinech v ¥Xs Jjsou nahrazeny bazickou
aminokyselinou a/nebo nejméné Jjedna X;-X; Jje hydrofébni
a/nebo nejméné jedna a s vyhodou vSechny Ctyfi aminokyseliny
X, a X4 nalezené v nativnich formadch jsou deletovany; a/nebo
jedna nebo vice Xs, Cs, Xo, Xiz, Ci3 a Xis Jjsou nepfitomny.
Vhodnou manipulaci téchto a jinych ryst rozmezi podminek, pfi

kterych tfida protegrini podle vendlezu je uéinnéd, se miZe
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ménit. Spektrum mikrobtl, proti kterym plsobi, se miZe takeé
modifikovat.

V jiné trid& peptidd podle vyndlezu je obsaZeno 10 aZ 14
aminokyselinovych zbytkd a kazdy z Cs a Ciz Je nezavisle
pFitomen nebo neni pfitomen a jestliZe je pritomen, pak kaZdy
je nezavisle bazickad, mala, polarni/velkd nebo hydrofébni
aminokyselina nebo cystein; ‘

kazdy z GCs a Cis je nezavisle aminokyselina mala,
polarni/velkd nebo hydrofébni nebo cystein;

kazdy z X1 aZ Xs Jje nezavisle piitomen nebo neni
pritomen a JjestliZe Jje pFitomen, pak kaZdy Jje nezévisle
bazickd nebo mala aminokyselina a libovelné dvé z X, aZ Xs
mohou byt hydrofébni aminokyselinou;

kazdy z X7 a X4 je nezavisle hydrofdbni aminokyselina;

kazdy z Xs a X12 je nezavisle pEitomen nebo neni pfritomen
a jestliZe je pFfitomen, pak kaZdy je nezavisle bazickd nebo
hydrofébni aminokyselina;

X0 je bazicka, hydrofébni nebo mala aminokyselina nebo
prolin.

X1s je nezavisle pfitomen nebo neni pfitomen a JjestliiZe
je pfitomen, pak je bazicka, hydrofébni, nebo maléd
aminokyselina;

kazdy z X3 a Xig Je nezavisle pfitomen nebo neni
pfitomen a JjestliZe Je pIitomen, pak kaZdy je nezavisle
bazickd nebo maléd aminokyselina;

ka?dy z Xis aZ Xis Je nezavisle pritomen nebo neni
pritomen a JjestliZe je pEitomen, pak kaZdy Jje nezavisle
bazicki, mala, hydrofébni nebo polarni/velkd aminokyselina;

Peptidy v Jjené tf¥idé obsahuji pfibliZné& 10 aZ 18
aminokyselinovycyh zbytkd a kazdy z Cs a Cis je nezavisle
ptitomen nebo neni pritomen a jestliZe je pritomen, pak kaidy
je nezavisle malé, polarni/velka nebo hydrofébni

aminokyselina nebo cystein;




28

ka?dy z C¢ a Cis je nezavisle mala, polarni/velkd nebo
hydrofébni aminokyselina nebo cystein;

kazdy z X, aZ Xs Je nezdvisle pEitomen nebo neni
pritomen a JjestliZe Je pIitomen, pak kaZdy Jje nezavisle
bazickd nebo mald aminokyselina a jedna libovolna z Xi—X4
miiZe byt hydrofébni aminokyselina;

ka?dy z Xs a Xi¢ je nezavisle pfitomen nebo neni pfitomen
a jestliZe je pritomen, pak kazdy je nezavisle bazicka nebo
hydrofébni aminokyselina;

ka?dy z X7 a ¥4 je nezéavisle hydrofébni aminokyselina;

Xs je pritomen nebo neni pfitomen a jestliZe Je
pritomen, pak je bazicka nebo hydrofébni aminokyselina;

X0 je bazické nebo mald aminokyselina nebo prolin;

X,; je bazickad nebo hydrofdébni aminokyselina;

X,, je pritomen nebo neni pFfitomen a jestliZe Je
pfitomen, pak je hydrofdbni aminokyselina;

X177 Jje ptitomen nebo neni ‘pritomen a JestliZe Je
pritomen, pak je nezévisle mala aminokyselina; a

X1s je pritomen nebo nenil pIritomen a jestliZe Je
pfitomen, pak je nezavisle bazické aminokyselina;

Peptidy podle vyndlezu se mohou dale zobrazovat zpusobem
preferovanych provedeni vynalezu. V jednom preferovaném
provedeni vynadlezu v3echny aminokyselinové zbytky podobne
cysteinu v polohdch Cs Cs, Ci3, Cis jsou pritomny, JestliZe se
vyskytujl Xe a Xi2.

V jiném preferovaném provedeni vynalezu vSechny Xi-X
nejsou pfitomny. V dalsSich preferovanych provedenich vynalezu
nejméné Jjedno nebo s vyhodou dva z X;-Xs Jje hydrofébni
aminokyselina, upfednostiiuje se I, V, L, Y, F nebo W.

V  jinych preferovanych provedenich vyndlezu Xg-Xi2
obsahuje nejméné jeden hydrofdbni aminokyselinovy zbytek, s

vyhodou Phe, Tyr nebo Trp.
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Jind preferovanad provedeni vynadlezu zahrnuji tyto
peptidy, kde kaZdy X a Xs je nezdvisle vybran ze skupiny
obsahujici R,K, Orn, Dab a Har nebo hydrofdbni aminokyselinu;
s vyhodou X; je R, K, Har a Xy je R, K, Har nebo hydrofébni
aminokyselina, zvla3té I, V, L, W, F nebo Y. AvSak kaZdé X; a
Xo nemusi byt ptitomno.

V jiné t¥id& preferovanych provedeni kazdé X, a X3 Je
nazavisle vybrano ze skupiny obsahujici G, &, s, T, I, V, L,
F, Y a W; upfednostiiuje se, aby X. a X; byly G, W, F, Y, L
nebo V; avdak X, a/nebo X; nemusi byt pfitomny.

V jiném preferovaném provedeni vynalezu je X4 vybrano ze
skupiny obsahujici R, K, H, Orn, Har, Dab, G, A, S, T, F, Y a
W; X, je s vyhodou R, K, Orn, Dab, G nebo W; av3ak X; nemusi
byt p¥itomen.

V jiném preferovaném provedeni vynalezu kaZdy Xs a X6 Jje
nazavisle vybrano ze skupiny obsahujici I, V, Nle, W, Y a F;
upfednostiuje se I, V, L, W, F a ¥; avdak Xs a/nebo Xis nemusi
byt pfitomen.

V jiném preferovaném provedeni vynalezu kazdy X7 a Xi4 Je
nazavisle vybréno ze skupiny obsahujici I, V, L, W, Y a F;
upfednostiiuje se, aby X; bylo I, F, Y nebo W a Xy bylo I, V,
L, W, Y nebo F.

V jiném preferovaném provedeni vynalezu X je R, K, H,
Orn, Har, Dab, I, V, L, Nle, W, Y a F; Xp je I, VvV, L, W, F
nebo Y; vice se upfrednostiiuji aromatické aminokyseliny, Jjako
jsou Y, W nebo F.

V jiném preferovaném provedeni vynalezu Xio je R, Orn,
Dab, G, W nebo P.

V jiném preferovaném provedeni vynadlezu X1 je R, K,
Orn, Dab, G, W nebo P.

V jiném preferovaném provedeni vynalezu Xiv neni s
vyhodou pfitomen, ale jestliZe Je pfitomen pak je s vyhodou

G, A, S nebo T;
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V jiném preferovaném provedeni vyndlezu Xig neni s

vvhodou pfitomen, ale jestliZe je pfitomen pak je s vyhodou

R, K, H, Orn, Har nebo Dab.
jestliZe Ctyfi aminokyseliny X;-

Xy

Také se upfednostiiuje,
X1

a

X4 ptitomny, a jsou prednostné Dbazické

X2 X3

Preferovanad provedeni ¥X;-X,

jsou

aminokyseliny a jsou malé nebo hydrofdbni

aminokyseliny. zahrnuji R-G-G-R,

R~-G-W-R, R-L-L-R a podobné.

V prferovaném provedeni vyndlezu se preferujl tyto

bazické aminokyseliny vhodné pro =zaménu zbytkdl podobnych
cysteinu: R, K, H, Orn, Dab a Har, vice se upfednostnuji R,
K, nebo Orn. Preferované malé aminokyseliny vhodné pro zamenu
zbytkll podobnych cysteinu Jsou G, A, S a T, vice se
upfednostiiuji A a T.

Zvlasté preferované peptidy podle vyndlezu zahrnuji
nativni formy, formy “kite”, “bullet” a/nebo “snake”
nasledujicich peptidl:

Forma-21:
R-G-G~-R-L-Z-Y-Z-R-R-R=-F=Z-V~-Z2-V
R-G-G—R-R—Z~Y-Z-R—R-R-F-Z-V;Z—V
R-G-G-R~L~Z~Y¥-Z-R-R-R-F-Z-V-Z-R
R=G~G~R-R-Z-Y-Z2-R~R=-R=F=-Z-V=-Z-R
R-Z-Y-Z-R-R-R-F=Z2-V-Z-V
L-Z2-Y-Z-R-R=-R-F-Z-V-Z~-R
R-Z-Y~Z-R-R-R-F-Z-V-Z-R
L~Z-Y-Z-R-R~R-F=-2-V-2Z-V
Forma-22
R-G-G~R=L=Z~Y~Z=R=-R=R~F=2~I-Z-V
R-G-G-R~R-Z-¥-Z=R-R=R-F-Z2-I-Z~V
R-G-G~R-L~Z-Y=Z-R-R-R-F-Z-I-Z-R
R-G=G-R~R=-Z=Y=Z=R-R-R-F=Z-I-Z-R
R=Z=Y=Z=-R~R~R=F~Z~-I~2-V
L=2-Y=Z=R-R~R-F-Z-I-Z-R
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R-2-Y-Z2-R~-R-R~F~Z~ =Z-R
L-2Z-Y-Z-R=R~R-F=Z-I-2-V

Forma-23
R=-G~G-G~L-2-Y=Z-R-R-R-F-Z-V=2-V
R-G-G-G-R-Z~Y=Z~R~R-R=~F=2~V=2-V
R-G-G~G~L-Z~Y=-Z-R-R-R-F=Z-V-Z-R
R-G~G~-G~R-Z~Y=-Z-R~R~-R-F-2~V-Z-R
R-Z-Y-Z-R~R-R-F-2-V-2-V
L-2-Y-Z2-R-R-R-F-2-V-Z-R
R=Z-Y~Z-R-R=R=-F-2~V-2-R
L-2-Y-Z-R-R-R=F=2-V-2Z-V

Forma-24
R-G=-G~R-L~Z=Y=~Z~R-G-W~I-Z~F-2-V
R=-G-G~R~R=Z=Y~Z-R-G-W-I~Z-F-Z-V
R-G-G=R~L-Z-Y~Z-R-G-W-I-Z-F-Z2-R
R=-G-G-R~R=Z~Y~Z-R-G-W~I-~Z~-F~Z-R
R=Z2-Y-Z-R=G-W=I-Z-F-2=V
L-2-Y~-Z2-R~-G~-W-I-Z-F-Z-R
R=~Z-Y-Z~R=G~-W-I-Z-F~-Z-R
L-2~Y-Z-R=-G-W~I-Z~-F-2Z~-V

Forma-25
R=G=G-R-L~Z-Y~Z-R-P-R-F-Z-V-2-V
R=G=G=R~R=Z~Y=~Z~R=P=R=F-Z-V~2-V
R-G-G-R~L-Z-Y~Z~R=-P-R-F=-Z-V~Z-R
R-G-G-R-R~Z~-Y-Z-R-P-R-F-Z~V-Z-R
R=Z2=Y=~Z~R=P~R=-F~Z=V=2-V
L-Z-Y-Z2-R-P-R~F=Z2=-V-Z~R
R-Z2-Y~Z-R=P~R-F-Z~-V=-Z-R
L-2-Y=Z-R=P-R=F-Z-V=-2-V

a jejich N-acetylované a/nebo C-amidované nebo
esterifikované formy, kde kaZdé Z je nezavisle hydrofdbni,

mald nebo bazickd aminokyselina nebo cystein, stejné jako
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pfedchazejici formy, kde X; je W a/nebo Xi; je W a /nebo kde
X142 jJe W a/nebo X35 je W a/nebo X7 je G a Xi1s je R; a/nebo kde

nejméné jedno z X5, Xo, X2 a X3¢ neni pfitomno. Ve vSech
té&chto provedenich se upfednostiiuje, aby Z bylo S, A, T nebo
G, vice se upfednostiiuje A nebo T.

P¥edchazejici peptidy, protegrin forma 21 obsahuje
latky, které jsou charakteristické pro uvedenou t¥idu, ale
které jsou jinak podobné protegrinu (PG-1):; forma 22cbsahuje
charakteristiky uvedené tEidy, ale Jje jinak podobnéa
protegrinu-2 (PG-2); formy 23 aZ 25 jsou podobné pifibuzné
protegrintm -3, -4 a -5 (PG-3, PG-4 a PG-5) (Obr. &. 5).

Jiné preferované 1latky zahrnuji nativni formy, formy
“kite”, “bullet” a/nebo “snake” nédsledujicich peptidl:
kéd sekvence

RGGRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:1)
WLCFCRRRFCVCV (SEQ ID NO:2)
FLCFCRRRFCVCV (SEQ ID NO:3)
WYCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:4)
WXCYCRRRFCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:5)
WLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:6)
WXCYCRRRFCVCVGR (X=Cha) (SEQ ID NO:7)

RLLRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:8)

RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal) (SEQ ID NO:9)

RGVCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:10)
RGVCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:11)
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kéd sekvence
VCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:12)
FCVCFRRRCFCLF (SEQ ID NO:13)

RGVCVCFRRRCYCRGGR (SEQ ID NO:14)

RGVCVCFRRRCYCLRGGR (all D) (SEQ ID NO:15)

RGVCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:16)

RGVCVCYRXRCYCLW (X=MeGly)' (SEQ ID NO:17)
WLCYCRXZYCVCVGR (X=MeGly) (SEQ ID NO:18)

(Z=D-Arg)

RGFCVCFRRVCYCLW (SEQ ID NO:19)
WLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:20)
WLCYCRRXFCVCVR (X=D-Arg) (SEQ ID NO:21)
WLCYCKKKFCVCVGK (SEQ ID NO:22)

Octyl-WLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:23)
XLCYCRRRFCVCV (X=1-Nal) (SEQ ID NO:24)
WLC RGRF CVR (SEQ ID NO:25)
WLC RGRF CFR (SEQ ID NO:286)
WLCY RR VCVR (SEQ ID NO:27)
WLCYCOOQFCVCV (SEQ ID NO:28)
WLCYCXXXFCVCV (X=Dab) (SEQ ID NO:29)
WLCYCRRRFCVCV (all D) (SEQ ID NO:30)

HWRLCYCRPKFCVCV (SEQ ID NO:31)
KWRLCYCRPKFCVCV (SEQ ID NO:32)
OWRLCYCRPKFCVCV (SEQ ID NO:33)
XWRLCYCRPKFCVCV (X=Dbu) (SEQ ID NO:34)
RWHLCYCRPKFCVCV (SEQ ID NO:35)
RWKLCYCRPKFCVCV (SEQ ID NO:3s6)

RWOLCYCRPKFCVCV (SEQ ID NO:37)

RWXLCYCRPKFCVCV (X=Dbu) (SEQ ID NO:38)
WLCYCKXKFCVCVGR (X=Tic) (SEQ ID NO:39)

FCYCKXKFCYCV (X=Hyp) (SEQ ID NO:40)
WLXYXRRRFXVXV (X=hCys) (SEQ ID NO:41)

WOLCYCOXOFCVCVO (X=Tic) (SEQ ID NO:42)
OFCVCVQOXQFCVCVO (X=Tic) (SEQ ID NO:43)

OWOLCYCOXOFCVCV (X=Tic) (SEQ ID NO:44)
OFCVCXOLCYCFO (X=Tic) (SEQ ID NO:45)
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WLCYCKKKFCVCV (SEQ ID NO:46)
OWOLCYCOXOFCVCV (X=Hyp) (SEQ ID NO:47)
WLCYCOXOFCVCVO (X=Pba) (SEQ ID NO:48)
WLCYCOOOFCVCV (all D) (SEQ ID NO:49)
XFCYCLRXFCVCVR (X=D-Arg) (SEQ ID NO:50)
WLCYCRRXFCVCVZX (SEQ ID NO:51)
(X=D-Arg)
(Z=MeGly)

PC11 LCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:52)
PC12 RCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:53)
PC15 RGGRLCYCRRRFCVCR (SEQ ID NO:54)
PCl6 RCYCRRRFCVCR (SEQ ID NO:55)
PC17 LCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:56)
PC18 LCYARRRFAVCV (SEQ ID NO:57)
PC19 RCYARRRFAVCR (SEQ ID NO:58)
PC20 LAYCRRRFCVAV (SEQ ID NO:59)
PC21 RAYCRRRFCVAR (SEQ ID NO:60)
PC22 RGGRLCY RR VCV (SEQ -ID NO:61)
PC31 GGRLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:62)
PC32 RGRLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:63)
PC33 GRLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:64)
PC34 RRLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:65)
PC38 -RLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:66)
PC3s RRCYCRRRFCVCV (SEQ ID NOG:67)
PC37 CYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:68)
PC44 RGGRLCYCRRRFCVC (SEQ ID NO:69)
PC47 RGGRLCY RRRF VCV (SEQ ID NO:70).
PC48 RGWRLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:71)
PC37a CYCRRRFCVCVGR (SEQ_ID NO:72)
PC45 RGGRLCYCRRRFCV (SEQ ID NO:73)
PC72 LCYCRRRFCVC (SEQ ID NO:74)
PC64 LCYTRRRFTVCV (SEQ ID NO:75)
PC64a LTYCRRRFCVTV (SEQ ID NO:76)
PC3la GGRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:77)
PC32a RGRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:78)
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PC33a GRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:79)
PC34a RRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:80)
PC35a RLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:81)
PC36a RRCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:82)
PC44a RGGRLCYCRRRFCVCR (SEQ ID NO:83)
PC47a RGGRLCY RRRF VCVGR (SEQ ID NO:84)
PC48a RGWRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:85)
PC54 RGWRLAYCRRRFCVAVGR (SEQ ID NO:86)
PCs61 RCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:87)
PC62 LCYCRRRFCVCR (SEQ ID NO:88)
PC63 VCYCFRRFCYCV (SEQ ID NO:89)
PC65 LCYTRPRFTVCV (SEQ ID NO:90)
PC66 LCYTRGRFTVCV (SEQ ID NO:91)
PC67 LCYFRRRFIVCV (SEQ ID NO:92)
PCs8 LCYFRPRFIVCV (SEQ ID NO:93)
PCs9 LCYTFRPRFVCV (SEQ ID NO:94)
PC70 LCYTFRGRFVCYV (SEQ ID NO:95)
PC74 CYCFRRFCVC (SEQ ID NO:96)
PC77 LCYCRRRRCVCV (SEQ ID NO:97)
PC78 LCYCFRRRCVCYV (SEQ ID NO:98)
PC79 LCYCRFRRCVCV (SEQ ID NO:99)
PC89 LCYCRRFRCVCV (SEQ ID NO:100)
PC81l LCYCRRFFCVCV (SEQ ID NO:101)
PC82 LCYCRFFRCVCV (SEQ ID NO:102)
PC83 LCYCFFRRCVCV (SEQ ID NO:103)
- PC84 LCYCFRRFCVCV (SEQ ID NO:104)
. PC85 LCYCFRFRCVCY (SEQ ID NO:105)
PC86 LCYCRFRFCVCV (SEQ ID NO:106)
PC87 LCYCFRFFCVCV (SEQ ID NO:107)
PC8s LCYCFFRFCVCV (SEQ ID NO:108)
PC89% LCYCFFFRCVCV (SEQ ID NO:109)
PC90 LCYCRFFFCVCV (SEQ ID NO:100)
RGGRLCY RR VCVGR (SEQ ID NO:111)
PC91 YCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:112)
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PC95 ICYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:113)
PC96 FCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:114) °
- PC97 WCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:115)
- PC99 RCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:116)
PC109 RLCYTRGRFTVCV (SEQ ID NO:117)
PC110 LCYTRGRFTVCVR (SEQ ID NO:118)
PC111 RLCYTRGRFTVCVR (SEQ ID NO:119)
PC112 LCYCHHHFCVCV (SEQ ID NO:120)
PC113 LCYTHHHFTVCY (SEQ ID NO:121)
RGGLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:122)
RGGRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:123)
RGGGLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:124)
RGGGLCYCRRGFCVCFGR (SEQ ID NO:125)
RGGGLCYCRRPFCVCVGR (SEQ ID NO:126)
RGGGLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:127)
RGGRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) (SEQ ID NO:128)
RGGLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:129)
RGGRLCYCXGRFCVCVGR (X=Cit) (SEQ ID NO:130)
XGGRLCYCRGRFCVCVGR (X=Cit) (SEQ ID NO:131)
RGGRVCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:132)
RGGGLCYCFPKFCVCVGR (SEQ ID NO:133)
RGWGLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:134)
RGWRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) (SEQ ID NO:135)
RGWRLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:136)
RGWRLCYCXPRFCVCVGR (X=Cit) (SEQ ID NO:137)
RWRLCYCRPRFCVCVGR , - (SEQ ID NO:138)
RGWRLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID-NO:139)
RGWRACYCRPRFCACVGR (SEQ ID NO:140)
GWRLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:141)
RWRLCYCKGKFCVCVGR (SEQ ID NO:142)
RGWRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) (SEQ ID NO:143)
GGWRLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:144)
RGGWLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:145)

RLLRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) (SEQ ID NO:146)
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LCYCRRRFCVCV
LCYCRRCFCVCV
LCYCRRRFCVCF
LCACRRRACVCYV
LCYCRXRFCVCV
LCWCRRRFCVCV
WCYCRRRFCVCV
LCYCRRRXCVCV

RLLRACYCRXRFCVCVGR (X=MeGly)
RLLRLCYCRRRFCVCVGR
RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha)
RGGRLCYCRXRZCVCWGR (X=MeGly)

(Z=Cha)

RGGRWCVCRXRZCYCVGR (X=MeGly)

(Z=Cha)

RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha)
RGGRWCVCRGRXCYCVGR (X=Cha)
RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal)

(X=D-Arg)

(X=hPhe)

LCYCRRRXCVCV (X=Phe(4-Cl))
XCYCRRRFCVCV (X=Cha)

LCYCRRRFCXCV
LCYCRRRXCVCV
LCYCRRRXCVCV
LCYCRRRFCXCV
LCXCRRRXCVCY
LCGCRRRGCVCV
LCACRGRACVCV

RACYCRPRFCACY

RLCYCRPRFCVCF

RLCYCRPRFCVCYV

KLCYCKPKFCVCV

RLCACRGRACVCV
RLCYCRXRFCVCV
RXCFCRPRFCVCV
RWCFCRPRFCVCV

(X=D-His)
(X=MeGly)
(X=MePhe)
(X=MeVal)
(X=Cha)

(X=MeGly)

(X=Cha)

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

(SEQ

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

(SEQ

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

ID
ID
ID
ID

ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

.ID

iD
ID
ID
ID

NO:147)
NO:148)
NO:149)
NO:150)

NO:151)

NO:152)
NO:153)
NO:154)
NO:155)
NO:156)
NO:157)
NO:158)
NO:159)
NO:160)
NO:161)
NO:162)
NO:163)
NO:164)
NO:165)
NO:166)
NO:167)
NO:168)
NO:169)
NO:170)
NO:171)
NO:172)
NO:173)
NO:174)
NO:175)
NO:176)
NO:177)
NO:178)
NO:179)
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 WLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:180)
WLCFCRRRFCVCV (SEQ ID NO:181)
FLCFCRRRFCVCV (SEQ ID NO:182)
WLCFCRRRXCVCV (X=MePhe) (SEQ ID NO:183)
WYCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:184)
WXCYCRRRFCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:185)
RXCFCRGRZCVCYV (X=Cha) (SEQ ID N05186)

(2=MePhe)
XLCFCRRRZCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:187)

(Z=MePhe)
RLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:188)
WLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:189)
WXCYCRRRFCVCVGR (X=Cha) (SEQ ID NO:190)
RL.CYCRGPFCVCR (SEQ ID NO:191)
RRWCFVCYAGFCYRCR (SEQ ID NO:192)
RRCYCRGRFCGCVGR (SEQ ID NO:193)
RWRCYCGRRFCGCVGR (SEQ ID NO:194)
RARCYCGRRFCGCVGR (SEQ ID NO:195)
GWRCYCRGRFCGC (SEQ ID NO:196)
RGWACYCRGRFCVC (SEQ ID NO:197)
RRCYGRRRFGVCVGR (SEQ ID NO:198)
RGWRLCYGRGRFKVC (SEQ ID NO:199)
RGWRLCYCRGRFCVC (SEQ ID NO:200)
CYCRRRFCVCF (SEQ ID NO:201)
RGWRLCYCRXRFCVC (X=MeGly) (SEQ ID NO:202)
RGWRGCYCRXRFCGC (X=MeGly) (SEQ ID NO:203)
LCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:204)
LCYCKPKFCVCVGK (SEQ ID NO:205)
LCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:206)
LCYCRPRFCVCVGRGR (SEQ ID NO:207)
RRWCYCRPRFCVCVR (SEQ ID NO:208)
WRLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:209)
GWLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:210)
RWLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:211)
RLLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:212)




39

kéd sekvence

RWRLCYCRPRFCVCV “(SEQ ID NO:213)
RXRLCYCRZRFCVCV (X=Cha) “{SEQ ID NO:214)

(Z=MeGly)
RGWRLCYCRGRXCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:215)
RGGRVCYCRGRFCVCV (SEQ ID NO:216)
LCYCRXRFCVCV (X=D-Ala) (SEQ ID NO:217)
LCYCKPKFCVCV (SEQ ID NO:218)
VCYCRPRFCVCV (SEQ ID NO:219)
LCYCRPRFCVCW (SEQ ID NO:220)
LCYRRPRFRVCV (SEQ ID NO:221)
RGWRLCYCRGRXCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:222)
RXRLCYCRZRFCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:223)

(Z=MeGly)

RXRLCYCRGRFCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:224)
RGGGLCYARGWIAFCVGR (SEQ ID NO:225)
RGGGLCYARGFIAVCFGR (SEQ ID NO:226)
RGGGLCYARPRFAVCVGR (SEQ ID NO:227)
RGGGLCYTRPRFTVCVGR (SEQ ID NOC:228)
RGGGLCYARKGFAVCVGR (SEQ ID NO:229)
RGGRLCYARRRFAVCVGR (SEQ ID NO:230)
RGGGLCYKRGFIKVCFGR (SEQ ID NO:231)
RGGGLCYKRGWIKFCVGR (SEQ ID NO:232)
RGGGLCYRLPKFRVCVGR (SEQ ID NO:233)
RGGGLCYRLPGFRVCVGR (SEQ ID NO:234)
RGWRGCYKRGRFKGCVGR (SEQ ID NO:235)
LCYKRGRFKVCV (SEQ ID NO:236)
ICYRPRFVCVGR (SEQ ID NO;237)
WLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:238)
RLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:240)
RGRVCLRYCRGRFCVRLCFR (SEQ ID NO:241)

RRRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:242)
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a jejich N-acetylované a/nebo C-amidované nebo esterifikované

formy.

P¥iprava léatek

Latky podle vynélezu, které se zde &asto oznacuji jako
protegriny, Jjsou v podstaté peptidove hlavni Fteté&zce, které
se mohou modifikovat na N- nebo C-konci a také mohou
obsahovat jeden nebo dva disulfidove mastky. Peptidy se mohou
nejdfive syntetizovat v necyklickych fomach. Tyto peptidy se
pak mohou pfemenit na cyklické peptidy, JjestliZe standardni
zptsob vyZaduje tvorbu disulfidového mustku. Termin “cyklické
formy” zde znamena ty formy, které obsahuji cyklické Casti na
z4kladé tvo¥eni disulfidickych mistkd mezi aminokyselinovymi
zbytky, které Jjsou podobné cysteinu, v peptidu. JestliZe se
preferuji necyklické formy, je vyhodné v pfipade peptidl
podle vynalezu, ktere obsahuji dva nebo vice zbytkll, které
jsou podobné cysteinu, stabilizovat sulfohydrylové skupiny.

Standardni zpusoby syntézy peptidl, ketré maji zde
popsanou velikost, Jjsou znamy Vv oboru. V souasné dobé
nejbé&?néji pouZivané metody jsou syntéza pevné faze; pficemZ
se pouzivaji ptistroje pro systematickou konstrukci
peptidovych EFetézcl, coZ Je vyhodné p¥i produkci ve velkém
méritku. Jestlife k syntéze dochdzi za pouZiti standardnich
metod, mohou se pouZit aminokyseliny, které nejsou kdédované
genem, nebo D-enantioméry. Jeden velmi prakticky zpusob
ziskani latek podle vynalezu je pouziti t&chto standardnich
chemickych syntetickych metod.

7a G&elem ziskani pepidového hlavniho Ffetézce se miZe N-
konec a/nebo C-konec derivatizovat opéet pouZitim béZnych
chemickych metod. Latky podle vynadlezu mohou obsahovat
acylovou skupinu na aminokonci. Zplsoby acetylace nebo

obecn&ji acylace volné amino skupiny na N-konci jsou v oboru
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obecné znadmy; navic aminokyselina N-konce se miiZe uastnit
syntézy v acetylované formé.

Na C-konci mbZe byt samozfejmé pFritomna karboxylova
skupina ve formé soli; v p¥ripadé farmaceutickych kompozic to
bude farmaceuticky pfijatelnéd stl. Mezi vhodné sole pat?i ty,
které se tvofi s anorganickymi ionty, jako jsou NH,”, Na", K,
Mg'™", Ca'" a podobng, stejnd jako sole tvofené organickymi
kationty, jako jsou ty vytvofené s kofeinem a s jinymi vysoce
substituovanymi aminy. AvSak, jestliZe latka vzorce (I)
obsahuje fadu bazickych zbytkl, tvorba soli mbZe byt obtiZna
nebo nemoZnad. Karboxylovy konec se mb@Ze také esterifikovat
pouZitim alkohold vzorce ROH, kde R je hydrokarbyl, jak se
definuje dfive v textu. Podobné C-konec se miZe amidovat tak,
Ze mé& vzorec -CONH,, -CONHR nebo -CONHR,, kde kaZdé R je
nezavisle hydrokarbyl. Metody esterifikace a amidace stejné
jako neutralizace za pfitomnosti bédze pro tvorbu soli Jjsou
standardni organické chemické metody.

JestliZe ©peptidy podle vwvynédlezu se pFipravily za
fyziologickych podminek, pak aminoskupiny vedlej3$iho Fetézce
bazickych aminokyselin Jjsou ve formé relevantnich kyselich
adic¢nich soli.

Pfi syntéze linedrniho peptidu s amidem na C-konci se
peptidovd sekvence béZné syntetizuje na Fmoc Rink amidové
pevné pryskyfici (Bachem) za pouZiti Fmoc chemie na
automatizovaném peptidovém syntetizéru ABI 433 (ABD, Perkin
Elmer, Foster City, CA) podle standardniho protokolu
doporuceného vyrobcem. Stépeni probiha ve smési
thioanizol/EDTA/TFA (v poméru 1/1/9) v objemu 10 ml po dobu 2
hodin pfi teploté mistnosti. Produkt 3tépeni se precipituje s
t-butylmetyleterem, filtruje se a susi se.

Tvorba disulfidickych mistkl se provadi v pfitomnosti
slabé oxidac¢nich &inidel. Mohou se pouZit chemickd oxidacdni

¢inidla nebo se mohou 1latky jednoduSe vystavit plsobeni
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kysliku ve vzduchu, &imZ se ovlivni tyto mlstky. V oboru jsou
znédnmy rtzné metody. Proces pouZittelny pro vznik disulfidické
vazby Je popsdn v publikacich Tam, J.P etal., Synthesis
(1979) 955-957; Stewart, J.M. et al., Solid Phase Peptid
Synthesis, 2d Ed. Pierce Chemical Company Rockford, 1IL
(1984); Ahmed A.K. et al., J. Biol Chem (1975) 250: 8477-8482
a Pennington M.W. et al., Peptides 1990, E. Giralt et al.,
ESCOM Leiden, The Netherlands {1991) 164-166. Dalsi
alternativy se popisuji v publikaci Kamber, B. et al, Helv
Chim Acta (1980) 63: 899-915. Zpusob, ktery vyuZivid pevné
podpory, je popsan v publikaci Albericio, Int. J Pept Protein
Res (1985) 26: 92-97.

Zv1asté prefercavnym zpusobem Jje oxidace v roztoku za
pouziti molekulového kysliku. Tato metoda se pouZiva prfi
znovu zabaleni syntetického PG-1, PG-3 v jeho amidové nebo
kyselé formé, enantio PG-1l a dvou unidisulfidovych latek (C¢-
Cis a C3—-Ci3). Ziskad se 65 aZ 90% latky.

Pri pouZiti této preferované metody za ucdelem tvorby
disulfidovych mistkl se surovy peptid rozpusti v DMSO a pfida
se 20mM pufr acetdt amonny pH7. Koneénd koncentrace peptidu v
roztoku je mezi 1 aZ 8 mg/ml, rozmezi pH je 7,0 aZ 7,2 a
rozmezi koncentrace DMSO Jje 5 aZ 20%. Peptidovy roztok se
michd pfes noc pfi teploté mistnosti.

PH roztoku je upraveno koncentrovanou kyselinou octovou
na hodnotu 5 a vzorek se C&isti na Prep LC. Po naneseni je
kolona promyta 10% acetonitrilem ve vodé (0,1% TFA) aZ
hodnota UV absorbance dosdhne zédkladni linie. Pak je spudtén
gradient.

Kolona: Vydac Cat#218TP101522, 2,2x25 cm, peptidy a
proteiny s 18 uhliky; UVA: 235 nm; rychlost vymyvani:
10ml/min.

Rozpoustédlo A je 100% 0,1% TFA/H,O; Rozpoudté&dlo B je
100% 0,08% TFA/CAN. Gradient je néasledujici.
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T (min) %B (linedrni gradient)
0 10
10 18
80 32
95 95

Frakce se analyzuji analytickou HPLC a hromadi se ta, co
obsahuje poZadovany peptid. Acetonitril Jje stripovédn a
vysledny vodny roztok se lyofilyzuje. Vysledny amid
obsahujici sulfidové vazby se potvrdil ve hmotnostnim
spektru.

JestliZe peptidovy hlavni fetézec obsahuje celkové genem
kddované aminokyseliny nebo JjestliZe nékterd jeho <&ast je
také setavena, peptid nebo jeho relevantni Cast se muZe také
syntetizovat metodami rekombinace DNA. Samotnd DNA kdédujici
peptidy podle vynadlezu se miZe syntetizovat za pouZiti
komercné dostupného zafizeni; volba koddénu se miZe zaclenit
do syntézy v zavislosti na pltvodu hostitele.

Rekombinantné produkované formy protegrinli mohou za
uCelem modifikace N- a/nebo C-konce a v zavislsti na metodé
izolace, za Uucelem tvoreni disulfidovych mlstklt, 3jak se
popisuje dfive v textu, vyZadovat podstatnou derivatizaci. V
zavislosti na hostitelském organizmu, ktery se uzZiva pti
rekombinantni produkci, a v zavislosti na zdroji zvifete, ze
kterého se protein izoloval, se mohou ovlivnit nékteré nebo
vSechny tyto konverze.

Pfi rekombinantni produkci je DNA kdédujici protegriny
podle vynédlezu zahrnuta do expresniho systému, kde jsou tyto
kédujici sekvence Ffizeny vhodnym promotorem a Jinymi
kontrolnimi - sekvencemi, které jsou kompatibilni S
hostitelskou butikou. Do vhodnych typlt hostitelskych bunék
spadad cely rozsah rostlin a zvifat. Tak se protegriny podle

vynadlezu mohou produkovat v bakteriich nebo v kvasinkach




(mohou se produkovat v netoxické nebo refraktilové formé& nebo
se vyuzZivajl rezistentni kmeny), ve =zviFecich bufikich, v
hmyzich bufikdch a v rostlinnych buiikdch. Modifikované
rostlinné buiky se mohou vyuZivat p¥i regeneraci rostlin,
které obsahuji relevantni expresivni systémy tak, Ze vysledna
transgenni rostlina je schopna se sama ochranit p¥red
infekénimi &inidly.

Protegriny podle vyndlezu mohou vznikat ve formé&, ktera
bude vysledkem sekrece hostitelské butiky na zakladd fuze DNA
kébdujici protegriny a DNA kédujici vhodny signalni peptid
nebo miuZe byt produkovana intracelularn&. Mohou také vznikat
jako fuzni proteiny s aminokyselinovou sekvnci, kterd miZe
nebo nemusi byt odstranéna pfed pouZitim té&chto latek proti
bakteriim a virdm.

Protegriny podle vyndlezu se mohou produkovat v rGznych
modalitach =zahrnujici chemickou syntézu a rekombinantni
produkci nebo nékteré kombinace té&chto metod.

Libovolni <&leni t¥idy protegrin®i, kte#i se vyskytuji v
pfirodé se ziskavajil v Ci3ténych a/nebo izolovanych formach.
Termin “Ci3ténd a/nebo izolovand forma” znamena formu
zbavenou prost¥fedi, ve kterém se peptid normalné vyskytuje (v
pfipadé takovym pfirozené se vyskytujicich peptidl) a je to
forma, kterd se mlZe prakticky pouZit. Termin “&i3t&na a/nebo
izolovand forma” znamena, Ze peptid je v podstatéd &isty, to
je Cisty z vice jak 90%, upfrednostiiuje se &istota vy83i jak
95% a Jje3té& vyhodnéjsi je &istota vy$3i jak 99% a nebo v cela

odlisném kontextu jde o Cistotu farmaceutickych ptipravki.

Protiléatky

Protilatky proti protegrinlim podle vyndlezu se mohou
také produkovat pouZitim standardnich imunologickych metod
vhodnych pro produkci polyklondlniho antiséra a jestliZe Jje

to nutné, pouZivad se zplUsob imortalizace bund&k imunizovaného
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hostitele, které produkuji monoklondlni protilatky. V oboru
jsou dobfe znamy zplsoby produkce protilatek proti libovolné
substanci. MuZe byt nezbytné zvydit imunogenicitu substance
zv14sté tam, kde materidlem je pouze kratky peptid, spojenim
haptenu s nosiCem. Vhodnymi nosi¢i pro tento u&el jsou latky,
které sami v savcich nevyvoladvaji imunni odezvu a aplikuji se
Jako konjugat hapten-nosi&. Mezi bé&Zn& uZivané nosile pat#i
hemocyanin kuZelnatky (KLH), toxoid difterie, sérumalbumin a
virovy obalovy protein rotaviru VP6. Spojovani haptenu s
nosicem se provadi pouZitim standardni metody, Jjako Je
kontakt nosice s peptidem =za p¥itomnosti dehydratadniho
¢inidla, jako Jje dicyklohexylkarbodiimid nebo pouZitim
linkerd, jako Jjsou ty dostupné u firmy Pierce Chemical
Company, Chicago, IL.

Protegriny v imunogenni formé& podle vynadlezu Jjsou pak
zavedeny injekcil do vhodného sav&iho hostitele a monitoruji
se titry protildtek. Je nutné poznamenat, Ze né&které formy
protegrini nez vyvolaji tvorbu protilatek je nutné
modifikovat, coZ zplsobuje jejich rezistence vi&i zpracovani
antigenu. Napf¥iklad nativni forma PG-1, kterd obsahuje dva
sulfidové mustky neni imunogenni v p#ipad&, Ze se aplikuje
bez pfipojeni k vét3imu nosi¢i je velmi mAlo imunogenni
dokonce v pfitomnosti silného adjuvans a kdyZ je spojena
pomoci glutaraldehydu nebo k KLH. V&F¥i se, Ze tato skutednost
Je zplUsobena rezistenci k leukocytové serinové proteéze
(lidska PMN elastdza a cathepsin G) stejnd& jako rezistenci k
plsobeni aspartové protedzy (pepsin), kterda e podobna
nékolika makrofédgovym kathepsintm. Chyb&jici imunogenecita
miZe proto miZe vést od rezistence ke zpracovani linearni
formy, kterd mOZe zapadat do “antigenové kapsy” na buiikach.
Imunogenicita téchto forem protegrini se mlZe zvy3it Stépenim

disulfidovych vazeb. Av3ak imunogenicita se maZe zvys§it
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pouZitim metody MAPS, kterd se popisuje v publikaci Huang, W
et al., Mol Immunol (1994) 15: 1191-1199.

Polyklondlni antiséra se mohou ziskavat, jestliZe titry
jsou dostatecné vysoké. V Jjiném ptripadé se mohou ziskat a
imortalizovat bunky hostitele produkujici protiléatky, Jjako
jsou butiky sleziny nebo periférni krevni lymfocyty.
Imortalizované bunikyse pak klénuji jako jednotlivé kolonie a
testuje se produkce poZadovanych monoklondlnich protilatek.

Pfi produkci protiladtek Jje také moZné pouZiit metody
rekombinace a tak protilatky podle vyndlezu zahrnuji ty
protilatky, které se mohou pfipravovat genovym inZenyrstvim.
Standardnimi metodami se mohou tvofit naptiklad
jednotretézcové formy, jako Jjsou formy F,, chimerické
protildtky a protilétky, které se modifikuji tak, aby
napodobovaly ty z uritych druhig, jako Jjsou 1lidské.
Protilatky podle vyndlezu se mohou pfipravovat izolaci nebo
modifikaci gena kdédujicich poZadované protildtky a a tyto
geny se mohou exprimovat v rekombinantnich hostitelskych
bunikadch, jako jsou CHO butiky.

Protilatky podle vynalezu jsou samoyfejmé pouZitelné v
imunotestech vhodnych pro urCeni mnoZstvi nebo pfitomnosti
protegrintd. Takové testy jsou podstatné p¥i kontrole kvality
produkce kompozic, které obsahuji protegriny podle wvynélezu.
Protilatky se mohou pouZit p¥i odhadu U&innosti rekombinannti
produkce protegrinl, stejné jako pro testovadni p¥itomnosti
genl, které kéduji protegrin, v expresivnich knihovnéch.

Protilatky podle vyndlezu jsou samozfejmé& pouZitelné v
imunotestech, které urcéuji mnoZstvi nebo ptitomnost
protegrina. Takové testy jsou podstatné pfi kontrole kvality
produkce protegrinlt podle vynalezu. Navic protildtky se mohou
vyuZivat k odhadu uc¢innosti rekombinantni produkce
protegrind, stejné jako pf¥i testovéni expresivnich knihoven,

zda jsou pritomny geny kédujici protegriny.
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Kompozice obsahujici protegriny a metody pouZiti

Protegriny podle vynédlezu jsou udinné p#i inaktivaci
velkého rozmezi mikrobidlnich a virovych cild, které zahrnuji
gram-pozitivni a gram-negativni bakterie, kvasinky, protozoa
a Jisté kmeny vird. Vzhledem k 3jejich &irokému spektru
aktivit protegriny podle vyndlezu se mohou pouZit jako
konzerve&ni <&inidla, d&le pfi 1é¢b& nebo z profylaktickych
davodu.

Phsobi bakteriocidné proti gram-pozitivnim bakteriim,
které zahrnuji hlavni patogeny, Jjako Jje Staphylococcus
aureus, zahrnujic MRSA (verzi rezistentni na methicilin) a
MSSA (verzi citlivou na methicilin) a Enterococcus faecium a
E. faecalis (zahrnujic VREF nebo E. faecalis rezistentni na
vankomycin) a VSEF nebo E. faecalis citlivy na vankomycin). 2
lékarského hlediska toto jsou velmi béZné patogeny. Jiné
gram-pozitivni bakterie, které Jjsou také vhodnymi cily,
zahrnujl Listeria monocytogenes, Streptococcus pheumonia
(zahrnujic formu rezistentni na penicilin), S. mitis, &S.
sanguls, Staphylococcus epidermis (zahrnujic MSSE kmen
citlivy na meticilin), S. salivarius, Corynebacterium
minutissium, C pseudodiphteriae, C. striatum, Corynebacterium
skupiny Gl a G2 a Bacilus subtilis. PRSP je také svétové
roz3i¥end Zivotu nebezpelnd bakterie.

Mezi  gram-negativni organizmy, proti kterym Jjsou
protegriny G&inné, ©pat¥i Escherichia «coli, Pseudomonas
aeruginasa, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens,
Haemophilus influenzae, Salmonella typhimurium, Acinetobacter
calocoaceticus, C. pneumoniae a Neisseria meningitidus, a
jiné shora popsané rody. Napfiklad Neisseria gonorrhoeae je
spojena s pohlavné prenosnymi nemocemi (STD), Jjako Jje

Chlamydia trachomatis. Mezi gram-negativni organizmy jsou
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také patogeny traviciho uUstroji Helicobacter pyroli, H. felis
a Campylobacter jejuni.

Vedle gram-pozitivnich a gram-negativnich ©bakterii
protegriny podle vyndlezu také U&inné plsobi na rlist a
infekci mykobakterii, jako jsou M. tuberculosis a M avium
(zahrnujic MAC); houby, jako je Candida albicans a pribuzné
patogeny, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis a C.
glabrata, stejné jako Aspargillus niger. Mezi na protegriny
citlivé viry patfil Herpes simplex I a II a HIV.

Shora uvedeny seznam organizmll neni uplny, jde pouze o
seznam reprezentantul.

Jak se uvadi shora v textu, protegriny se také pouZivaiji
jako dezinfekéni &inidla a jako konzervacni ¢inidla v pripadé
materidllt, jako jsou potraviny, kosmetika, 1éky nebo Jjiné
materidly, které obsahuji nutrienty vhodné pro organizmy. V
pfipadé pouZiti za témito ucely se protegriny aplikuji bud
jako jednotlivy protegrin, ve smési vice protegrinll nebo ve
smési s nékolika dal3imi antimikrobidlnimi ¢&inidly. JestliZe
se protegriny pouZivaji Jjako konzervacni <&inidla, obvykle
jsou pritomny v relativné nizkém mnoZstvi, méné neZ 5% vahy
celkové kompozice, upfednostiiuje se méné neZ 1%, vyhodnéji
méné neZ 0,1%.

Peptidy podle vynédlezu se také pouZivaji jako standardy
v antimikrobidlnich testech a v testech p#i urleni schopnosti
testovaci latky vazat endotoxiny, jako jsou
lipopolysacharidy.

JestliZe se uvedené 1latky pouZiji proti mikrobdm nebo
virim p¥i 1éc¢bé& zvifat, protegriny podle vyndlezu se mohou
pipravit ve formé léku nebo jako veterindfské kompozice. V
zavislosti na objektu, ktery se 1é¢i, zplsob poZadované
aplikace napf. prevence, profylaxe, terapie; jsou protegriny
p¥ipravovany zplUsoby v souladu s témito parametry. Shrnuti

takovych metod pfipravy je uvedeno v publikaci Remington’s
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Pharmaceutical Sciences, posledni vydéni, Mack Publishing
Co., Easton, PA.

Protegriny se mohou pouZit na zvifatech Jjak pro
terapeutické tak 1 profylaktické 1UCely. Termin “lé&ba”
infekce =znamend bud prevenci pred nédkazou nebo utlumeni
symptoml, inhibici ristu mikrdébl v 1léCeném objektu a jiné
negativné pusobeni na mikrdba, coZ je pfinosem pro lédeny
subjekt. Takové ™“léceni” nebo “lécba” m& profylaktické a
terapeutické aspekty.

Protegriny jsou 2zvla3té& vhodné 3jako aktivni 1latky do
farmaceutickych kompozic, které Jsou pouZitelné pt¥i 1écbé
pohlavné p¥enosnych nemoci, mezi néZ patfi ty, které
zpusobuji Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum,
Neisseria gonorrhoeae, Trichomonas vaginalis, Herpes simplex
typ 2 a HIV. Preferujl se povrchové formulace, které zahrnuji
krémy, masti, oleje, pudry, gely a podobné. Vhodné povrchové
ekcipienty jsou v oboru dobfe zndmy a mohou se pfisplsobit
pro urcité pouZiti.

Pfi profylaxi nebo 1lécbé& STD se mohou protegriny podle
vyndlezu pouZit samotné nebo v  kombinaci s Jjinymi
antibiotiky, 3jako Jjsou erytromycin, tetracyklin, makrolidy
napf. azitromycin a cefalosporiny. V =zavislosti na zplsobu
aplikace se protegriny p¥fipravuji ve formé vhodnych kompozic,
coZ umoiZnuje zavedeni do oblasti plsobeni.

Protegriny se mohou pouZit ve formdch, obsahujicich
jeden nebo dva sulfidové mlstky a nebo mohou byt v linedrni
formé. PouZiti forem enantiomérti, které obsahuji v3echny D-
aminokyseliny, pfind8i vyhody, jako je rezistence na proteazy
napf. trypsin a chymotrypsin, na které Jsou protegriny
obsahujcici L-aminokyseliny méné rezistentni.

Protegriny podle vyndlezu se mohou aplikovat samostatné
nebo ve smésich nékolika protegrinll nebo v kombinaci s jinymi

faramceuticky aktivnimy komponenty. Formulace se mohou
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pripravovat zplsobem vhodnym pro systémovou aplikaci nebo
povrchovou nebo lokdlni aplikaci. Systémové  formulace
zahrnuji ty, které se mohou pouZit Jjako injekce (napt.
intramuskularni, intravendzni, intraperitonalni nebo
podkoZni) nebo se mohou pfipravovat pro transdermalni,
transmokozalni nebo oralni aplikaci. Formulace bude obecneé
zahrnovat ¥edidlo, v né&kterych pfipadech adjuvans, pufry,
konzervadni ¢&inidla a podobn&. Protegriny se mohou takeé
aplikovat v kompozicich s lipozémy nebo jako mikroemulze.

JestliZe se aplikace provede oralné, protegriny podle
vyndlezu by se mély chranit proti degradaci v travicim
Ustroji pouZitim vhodnych potahd. Tomuto plasobeni se mazZe
astednd predejit pouZitim aminokyselin v D-konfiguraci,
které vykazuji rezistenci na protedzy. Protegriny Jsou
relativné stabilni va&i kyselému prostfedi, ale vyZaduje se
urdéity stupenl potaZeni.

Protegriny podle vynalezu si udrzuji svou
antimikrobialni aktivitu i v boratovych roztocich, které se
b&?né& pouZivaji v produktech vhodnych pro o3etfeni oCi. Také
se zjistilo, Ze kdyZ se testovala antimikrobialni aktivita
proti E. coli v pEitomnosti a pfi absenci lysozymu ve
fyziologickém roztoku pufrovaném boraty, Ze piitomnost
lysozymu zvy$uje ucinnost PG-3. Tento ucCinek se zesilil,
jestliZe PG-3 se autoklavoval a podobny patern se ziskal pro
formu bez kyselin a v pripadé amidu. Protegriny se mohou v
podstaté v takovych kompozicich pouZivat jako konzervacni
&inidla nebo jako antibakteriadlni p¥ipravek pro 1lécbu o¢nich
infekci, jako jsou konjuktivitidy a viedy na rohovce.

Je zv1asté daleZité, Ze protegriny si uchovavaji svou
aktivitu za fyziologickych podminek, coZ znamend relativné
vysoky obsah soli a pF¥itomnost séra. Protegriny Jjsou navic
daleko méné cytotoxické va&i buikam vy38ich organizmi ve

srovnani s toxicitou vda&i mikrébum. Tyto vlastnosti popsané
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dédle v pfikladech jim umoZiiuji pouZiti in vivo a terapeutické
pouZiti.

Jak ukazuji ptiklady, u vhodné vybraného Cclena t¥idy
protegrinli podle vynalezu lze uzptsobit antimikrobidlni
aktivitu a tak dosdhnout maximalni ucinnost s ohledem na
urdity cilovy mikréb. Termin “mikrdb” nezahrnuje pouze
kvasinky, bakterie a jiné jednobuné&cné organizmy, ale take
viry. Nap¥iklad PC-19 Jje za urcitych podminek zvlasté ucinny
ve srovndni s PG-1. Urdity protegrin se také miZe s vyhodou
pouZit za ur&itych podminek, jako Je nizky obsah soli nebo
fyziologicky obsah soli, pfitomnost lidského séra nebo
podminek, které napodobuji podminky v krvi a v tkénovych
roztocich.

Protegriny podle vynadlezu se mohou také aplikovat na
rostliny nebo do prostfedi, ve kterém rostou, za Ucelem
prevence virovych a bakteridlnich onemocnéni rostlin. Vhodné
kompozice pro tyto ucely typicky obsahuji fedidlo,
rozpradovaci <&inidlo nebo Jjiné ¢inidla, kterd Jsou pro
rostliny nebo prostfedi, ve kterém rostou, vyhodné.

Protegriny podle vyndlezu se tak mohou pouZit tam, kde
se vyZaduje jejich antimikrobialni a/nebo antivirovy uclinek.
Mohou se pouZit zcela in vitro a nebo se peptidy mohou zavést
do organizmi.

Navic antimikrobialni nebo antivirové aktivity se mohou
generovat in situ aplikaci expresivniho systému vhodného pro
produkci protegrinfi podle vynalezu. Takové expresivni systémy
se mohou aplikovat na rostliny a zvifata za pouziti znamych
metod. Napfiklad u zvifat se mohou vyuZivat expresivni
vektory zaloZené na neStovicich pfi tvorbé peptidld in situ.
Podobn& rostlinné builky se mohou transformovat expresivnimi
vektory a pak se regeneruje cela rostlina, ktera Jje schopna

sama produkovat peptidy.
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Protegriny  Jjsou schopny ve standardnich testech

inaktivovat endotoxiny ziskane z gram-negativnich bakterii,

jako Jjsou lipopolysacharidy (LPS). Protegriny se mohou Vv

podstaté pouZivat za jakychkoliv okolnosti, kde se vyZzaduj

deaktivace LPS. Jedna takovd situace Je pfi 1é&bé nebo

zmirnéni gram-negativnich sepsi.

Podminky relevantni pro antimikrobialni/antivirovou aktivitu.
Jak je shora uvedeno termin “antimikrobidlni” aktivita
znamend inhibici s ohledem na tradicni mikroorganizmy a viry,

adkoli terminy “antimikrobidlni” a “antivirovy” Jsou oba

specificky oznacleny.

"7Zv14a&té& pouZitelnou vlastnosti protegrind Je JjeJjich

aktivita v ©pritomnosti séra. Podobné& Jjako defenziny,

protegriny jsou schopny uplatnit sveé antimikrobidlni u&inky v
pritomnosti seéra.

Pro testovani antimikrobialni aktivity se mohou

pripravit média, ktera napodobuji jisteé specifické podminky.
Standardni pufrované médium, oznadené jako médium A, pouziva
se s prelitym agarem a ma nasledujici sloZeni: 0,3 ng/ml
1% (m/v)

pufr fosforenanu sodného (kone&né pH je 7,4). Tato smés se

prasku tryptikazové sojové pudy, agarbézy a 10 mM
oznaduje bud jako “médium A" nebo jako “standardni iIn vitro
podminky”.

Viechny ostatni média obsahuji stejné komponenty. Navic
viak:

Druhé médium obsahuje 100 mM NaCl za ucelem napodobovat
koncentrace soli v krvi a tkanovych roztocich. Toto médium
bude oznadené jako “médium B” nebo “slané médium”.

T¥eti médium je doplnéno 2,5% normalnim lidskym sérem;
tak nenahrazuje télni
cr

avdak ma& nizkou i1ontovou silu a

tekutiny. Toto médium se oznaduje Jjako “médium nebo

“médium obsahujici sérum”.
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Stvrté médium obsahuje 80% RPMI-1640, jde o standardni
médium tkafiovych kultur, které obsahuje zakladni ionty a
aminokyseliny, které se mnachazi v krvi a v télnich
tekutinach. Navic obsahuje 2,5% normélni lidské sérum. Toto
nédium se oznadilo Jako “médium D” nebo “fyziologické
médium”.

Jind média pouZitelnd p¥i testovéni antimikrobialnich

vlastnosti se popisuji v pfikladech.

Specifickd oznaceni

Zzjistilo se, Ze Jjisté protegriny podle vyndlezu Jjsou
tastedné u&inné pri 1écb& jistych indikaci. Napfiklad pifi
1é&b& mikrobiédlnich  infekci, kde infek&ni  agents je
Staphylococcus aureus, zv1asté kmen S rezistenci na

meticilin, jsou amidy vzorcu:

RGWRLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:139)
GWRLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:141)
XCYCRRRFCVCVGR (X = Cha) (SEQ ID NO:164)
WLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:180)

zv1Aasté udinné. Preferuje se také forma volnych kyselin
WLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:180).
P¥i 1é&b& infekci zplsobenych bakteriemi Pseudomonas

puvodci zjistily, Ze nédsledujici amidy jsou ulinné:

RGGRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:1)
RGGRLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:239)
RGGGLCYTRPRFTVCVGR (SEQ ID NO:228)

Efektivni je také forma volné kyseliny peptidu RLCYCRRRFECVCV
(SEQ ID NO:66).

PFi 1é&bé& infekci zptsobenych bakteriemi H. pylori se
zjistilo, Ze nasledujici slouCeniny ve formé amidd jsou'

Castedné ucinné:
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WLCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:180)
RXCFCRPRFCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:178)
RGGRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:1)
RGWGLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:134)
RLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:138)
RGWRLCYCRGRFCVCVGR (SEQ ID NO:136)
RGRVCLRYCRGRFCVRLCFR (SEQ ID NO:241)
RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha) (SEQ ID NO:149)
GWRLCYCRPRFCVCVGR (SEQ ID NO:139)
RLCYCRRRFCVCY (SEQ ID NO:66)
WLCYCXXXFCVCV (X=Dab) (SEQ ID NO:29)
OWRLCYCRPKFCVCY (SEQ ID NO:33)
RWOLCYCRPKFCVCV (SEQ ID NO:37)
RRCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:82)
XCYCRRRFCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:164)

UZinné jsou také enantiomérové (v3echny D-) formy formy

volnych kyselin peptidu RRRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO: 240).

U&inné davky

Peptidy podle vyndlezu nebo jejich kompozice se obecné
pouZivaly v mnoZstvi, které je uUCinné pro dosaZeni danného
ucelu. Samozfejmé& Jje Jjasné, Ze pouZité mnoZstvi zAavisi na
uréité aplikaci.

JestliZe se uvedené peptidy pouZivaji Jjako dezinfekce
nebo konzervacéni &¢inidlo, pak antimikrobi&lné ucinné mnozZstvi
peptidu nebo Jjeho kompozice se aplikuje nebo se prfidéd k
materialu, ktery se dezinfikuje nebo je chranén.
Antimikrobidlné ucinné mnoZstvi Je mnoZstvi peptidu nebo
kompozice, které inhibuje 1rlst nebo usmrcuje populaci
mikrébi. Zatimco aktudlni antimikrobialn& u&inné mnoZstvi
z&dvisi na uréité aplikaci, pZfi pouZiti peptidu nebo jeho
kompozice jako dezinfek&ni nebo konzervalni <&inidlo se tyto
latky obvykle p¥idaji k nebo se aplikuji na materidl, ktery
se ma& dezinfikowvat nebo konzervovat v relativné malém
mnoZstvi. Je typické, Ze peptid obsahuje méné nezZz 5% vahy
dezinfekéniho roztoku nebo chrénéného materidlu, s vyhodou
obsahuje méné neZ 1% vahy a preferuje se méné neZ okolo 0,1%

védhy. Odbornik Jje schopen uréit antimikrobidlné ucinné
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mnoZstvi urcitého peptidu pro urdité pouZiti bez nutnosti
provedeni experimentd za pouZiti napfiklad in vitro testu,
které se popisuje v pfikladech.

Pfi pouZiti k 1éc¢bé nebo prevenci mikrobidlnich infekci
nebo onemocnéni se peptidy nebo jejich kompozice aplikuji v
terapeuticky uCinném mnoZstvi. Terapeuticky ucinné mnoZstvi
je mnoZstvi, které uc¢inné tlumi symptomy, 1é&i nebo zabraiuje
mikrobidlnim infekcim nebo onemocnéni. Pro odbornika je
stanoveni terapeuticky uéinného mnoZstvi jednoduché.

V ptipad€&, Ze se peptidy pouZiji jako dezinfek&ni nebo
konzervacni ¢&inidlo pro povrchovou aplikaci p#i 1éCbé& nebo
prevenci bakteridlnich, kvasinkovych, plistiovych nebo jinych
infekci, se terapeuticky uc¢innd davka stanovi naptfiklad v in
vitro testech, které se popisuji v p#ikladech. Lécba se
zavaddi v pfipadech, kdy infekce je =zfejmd nebo dokonce v
ptipadech, kdy infekce neni patrnad. Odbornik je schopen urcit
terapeuticky u¢inné mnoZstvi pro léc¢bu povrchovych infekci
bez experimentt.

Pfi systémové aplikaci terapeuticky uc¢innad davka se maZe
odhadnout z in vitro testu. Napfiklad davka se miZe urcit ve
zvitecich modelech za uUclelem dosaZeni rozmezi koncentrace
cirkulujiciho peptidu, které zahrnuje ICs;; urcené v bunécné
kultufe (to je koncentrace testované latky, ktera je smrtelné
pro 50% bunécné kultury), MIC urcené v bunélné kultufe (to je
minimalni inhibiéni koncentrace rdstu) nebo ICip uréené v
bunécné kultufe (to je koncentrace peptidu, kterd je smrtelné
pro 100% bunécné kultury). Takové informace se mohou pouZit k
upfesnéni stanoveni davky vhodné pro aplikaci lidem.

PoCatecni davky se mohou také odhadnout z dat ziskanych
in vivo, napf. zvireci modely, pouZité metody Jjsou dobFe
znadmy v oboru. Odbornik miZe snadno optimalizovat davku pro

lidi na zadkladé dat ziskanych na zvifatech.
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Davka a interval se mlZe stanovit jednotlivé tak, aby se
dosdhlo koncentrace aktivniho peptidu, jako dJe v plazmd,
kterd Je dostatednd pro udrZeni terapeutického 1WUcinku.
Obvykle davka vhodnd pro aplikaci injekci kolisd od 0,1 do 5
mg/kg/den, s vyhodou se pohybuje v rozmezi 0,5 aZ 1
mg/kg/den. Terapeuticky wu&inné koncentrace séra se dosahne
aplikaci vice déavek kaZdy den.

V pfipadé lokdlni aplikace nebo selektivniho pohlceni
nem@iZe byt U&innad lok&lni koncentrace peptidu spojena s
koncentraci plazmy. Odbornik Je schopny optimalizovat
terapeuticky u¢inné loké&lni davky bez provedeni experimenti.

MnoZstvi aplikovaného peptidu samozfejmé =zavisi na
léceném subjektu, na hmotnosti subjektu, na vazZnosti
onemocnéni, na zplsobu aplikace a uUsudku lékate.

Antimikrobidlni terapie se mlZe nesouvisle opakovat,
zatimco infekce jsou detekovatelné nebo dokonce v pfipadé, Ze
nejso zrejmé. LécZba probihad pouze s uvedenymi latkami nebo v
kombinaci s jinymi 1léky, jako jsou naptriklad antibiotika nebo

jiné antimikrobialni peptidy.

Toxicita

Upfednostiiuje se terapeuticky Gc¢inna davka zde popsanych
peptidli, kterd bude mit terapeuticky udinek, aniZ zpusobi
podstatnou toxicitu.

Toxicita zde popsanych peptidl se stanovila v bunécnych
kulturéach standardnimi farmaceutickymi postupy nebo
experimenty na zvifatech, napf. stanovenim LDsy (davka
smrtelnd pro 50% populace) nebo LDig (dadvka smrtelnd pro 100%
populace). Davkovy pomér mezli toxickym a terapeutickym
G€inkem je terapeuticky index. Preferuji se 1latky, které
vykazuji vysoké terapeutické indexy. Data ziskand z uvedenych
testl na buné&nych kulturdch a na zvifatech se pouZivaji p¥i

stanoveni rozmezi davky, které neni toxické pro lidi. Davka
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zde popsanych peptidd leZi pfednostné v rozmezi cirkulujici
koncentrace, kterd zahrnuje ucinnou davku s malou toxicitou
nebo davku, kterd neni toxickd. Davka miZe kolisat v tomto
rozmezi v z&vislosti na pouZité davkové form& a pouZitém
zplsobu aplikace. Léka¥ vybird skutecnou formulaci, zplsob
aplikace a davku v zavislosti na podminkdch pacienta (nap¥.
Fingl et al., 1975, 1In: The Pharmacological Basis of
Therapeutics, Ch.1l, p.1l).

Souhrn

Protegriny proto vyluc¢né reprezentuji tfidu 1léatek

pouZitelnych na zédkladé néasledujicich vlastnosti:

1) Maji antimikrobidlni u¢inek s ohledem na 38iroké
spektrum cilovych mikrobidlnic systémii, které
zahrnujl viry, retroviry, bakterie, houby, kvasinky a
protozoa.

2) Jejich antimikrobidlni aktivita je G¢inna pf¥i
fyziologickych podminkéach, to znamenéa ve
fyziologickém roztoku a v pritomnosti séra.

3) Jsou znatelné méné toxické k bunkdm vy$SSich organizmd
ve srovnani s mikrdéby.

4) Mohou se pfipravovat v neimunogennich formach a tak
se roz3ifuje mnoZstvi Zivocisdnych druhti, kterym je
moZné je aplikovat.

5) Mohou se pripravovat ve formach, které Jjsou
rezistentni na jisté protedzy, coZ naznaduje, Ze maji
antimikrobidlni uc¢inky dokonce v lysozymu.

6) Jejich aminokyselinovéd sekvence se miZe modifikovat,
¢imZ se optimalizuje specifita s ohledem na cilovy
organizmus.

7) MiZe se modifikovat jejich struktura vzhledem k
akomodaci  podminek, pri kterych vykazuji svou

antimikrobialni aktivitu.
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Prehled obrazkll na vykrese
Obréazek ¢&. 1 zobrazuje nukleotidovou sekvenci a

odvozenou aminokyselinovou sekvenci genomové DNA, kterd
kéduje prekurzor proteinu antimukrobidlnich latek PG-1, PG3 a
PG-5.

Obrézek ¢. 2 ukazuje organizaci genomové DNA protegrinu.

Obrazky ¢&. 3a aZ 3¢ znazornuji antimikrobidlni aktivitu
synteticky pfipraveného PG-5 ve srovnani se synteticky
pfipravenym PG-1.

Obrazek ¢&. 4 Jje grafické znédzornéni ucinku ptfenosu
bakterii do média, které obsahuje antibiotikum, na vyvoj
rezistence u bakterii Staphylococcus aureus (MRSA) a
Pseudomonas aeruginosa s rezistenci na methicilin.

Obréazek &. 5 znézorfiuje sekvence protwegrinl PG-1 aZ PG-
5; a

Obrazek &. 6 zndzorfiuje sekundarni peptidovou strukturu

B-listu.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1: Izolace a aktivita PG-1, PG-2 a PG-3
Jak se popisuje v PCT/US94/08305 z praseCich leukocyttl
se izoluji tEi antimikrobidlni peptidy, které maji

aminokyselinové sekvence:

PG-1: RGGRLCYCRRRFCVCVGR
2: RGGRLCYCRRRFCICV
PG-3: RGGGLCYCRRRFCVCVGR,

které jsou amidovédny na C-konci.
U téchto uréitych protegrind se testovala

antimikrobiédlni aktivita.
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Zzjistilo se, Ze PG-1 a PG-3 jsou ulinnéj&i proti E.coli
ML-35P ve srovnédni s lidskym neutrofilnim peptidem HNP-1 a
pouze trochu méné ucinné neZ kralic¢i defenzin NP-1. PG-1 a
PG-3 jsou také ucinné proti Listeria monocytogenes kmen EGD a
proti Candida albicans. Obecné lze tict, Ze tyto peptidy jsou
pfibliZné stejné ucinné jako krali&i defenzin NP-1 na zakladé
vdhy a u¢innéjsi neZ HNP-1. Ve v3ech pfripadech PG-2 byl také
u¢inny na tfi testované organizmy, ale nebyl tak aktivni jako
druhé dva peptidy.

Zistilo se, Ze PG-1 pfimo inhibuje rust Staphylococcus
aureus a K. pneumoneae 270. HNP-1, ktery se pouZival jako
kontrola, byl méné ucinny v pripadé Staphylococcus aureus a
skoro zcela neulinny v pfipadé K. pneumoneae.

Protegriny se také testovaly proti ridznym organizmim a
vykazujl 3iroké spektrum aktivity. Navic vedle jejich ucinku
pfi inhibici réstu nebo infekci organizml spojenych s STD
vykazuji silnou aktivitu proti nésledujicim organizmim
Pseudomonas aeruginasa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Histoplasma capsulatum,
Myobacterium avium-intracellulare a Mycobacterium
tuberculosis. Protegriny vykazuji pouze nizkou aktivitu proti
Vibrio vulnificus a nejsou aktivni proti Vibrio cholerae a
Borrelia burgdorferi.

Shora popsané tfi protegriny si uchovavaji svou aktivitu
v kontextu s ruznymi reakénimi podminkami, které zahrnuji
ptitomnost 100 mM NaCl a pritomnost 90% fetdlniho teleciho
séra.

Protegriny maji spektrum retence antimikrobidlnich
vlastnosti pfi fyziologickych podminkéch, které zahrnuji
izotonické a borédtové roztoky, které jsou vhodné pro pouZiti
v produktech pro oSetfeni oci.

PG-1 a PG-3 udrZuji svou aktivitu s ohledem na C.

albicans a E. coli v pfitomnosti 100 mM NaCl. Ani NP-1 ani
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HNP-1 nemé& tuto vlastnost. Alkoli NP-1 a HNP-2 ztraci svou
schopnost inhibovat C. albicans v 90% fetdlnim telecim séru,
PG-3 si udrZel své inhibiéni schopnosti.

JestliZe se méni reakéni podminky protegriny wvykazuji
kolisavé paterny aktivity. Synteticky PG-1 se testoval v
pfitomnosti E. coli ML-35 (citlivy na sérum) v pfelitém gelu,
ktery obsahoval pouze 10 mM pufr fosforecnanu sodného pH 7,4
a triptikdzovou sojovou pudu v fedéni 1:100, v pfitomnosti a
za nepfitomnosti 2,5% normdlniho lidského séra. Uvedena
koncentrace leZi pod lytickou koncentraci, pfi které dochéazi
k lyzi tohoto kmene. JestliZe sérum bylo pfitomno, normalni
bakteriocidni koncentrace se redukovala z pfibliZné hodnoty
1,0 pg/ml na pfibliZnou hodnotu 0,1 pg/ml. Tento typ ucinku
se nepozoroval ani u line&rniho fragmentu katepsinu G ani u
defenzin HNP-1.

Podobné& v ptipadé, Ze se pouZil jako cilovy organizmus
C. albicans, se pripravily ptelité puady s 10mM fosforeCnanem

sodnym a s nebo bez 10% normalniho lidského séra. Minimalni
fungicidni koncentrace spadla s hodnoty okolo 1,3 pg/ml v

nepfitomnosti séra na hodnoru 0,14 ug/ml za pfitomnosti sera.
Samotné sérum v této koncentraci nem& Zadny ucinek na C.
albicans. Podobné vysledky se ziskaly pfi pouZiti L.
monocytogenes jako cilového organizmu.

Protegriny PG-1 a PG-3 se inkubovaly 4 hodiny pfi pH 2,0
s pepsinem o koncentraci 0,5 pg/ml a pak se neutralizovaly.
Odhadla se zbytkovd antimikrobidlni aktivita proti na C.
albicans, E. coli a L. monocytogenes a zjistilo se , Ze jJe
plné& zachovana.Podobné experimenty ukazuji, .Ze tyto latky
nejsou degradovany lidskou leukocytovou elastdzou nebo
lidskym leukocytovym katepsinem G, dokonce kdyZ Jsou
vystaveny vysokym koncentracim téchto enzymd a pfi pH 7,0 aZ

8,0, coZ Jje pH optimadlni pro proteulytickou aktivitu.
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Synteticky amid PG-3 a syntetickd kyselina PG-3 se
atoklavovaly a testovala se jejich antimikrobidlni aktivita
proti E.coli, L. monocytogenes a C. albicans. Zmin&né formy
si uchovaly plnou antimikrobidlni  aktivitu ve viech
p¥ipadech. Je moZné, Ze stabilita téchto 1latek vaéi
proteazové degradaci a va¢i autoklavovani Jje zesilena
pfitomnosti disulfidovych mistku.

Ddle se testovala schopnost protegrind vazat lipidové
polysacharidy (LPS) gram-negativnich bakterii E.coli kmen
0.55B5.

Syntetické 1 nativni PG-1, PG-2 a PG-3 amidované a
neamidované formy Jjsou schopny vazat LPS p#i koncentraci 2,5
ug/ml. nPG-1 a nPG-2 jsou u&inné I p¥i niZ3ich koncentracich.
Protegriny byly podstatné u¢inéj3i ve srovnidni s NP nebp HNP
latkami; nejuc¢innéjsi mezi témito kontrolami byl NP-3a, coZ
je peptid, JjehoZ primadrni sekvence ije nejbliZe sekvenci
protegrina.

Inhibici gelatinizace se maZe pfedejit zvySenim
koncentrace LPS, protoZe interakce s LPS je odpovédna za to,
Ze ke gelatinizaci nedochézi, spiSe neZ interference s
enzymovou kaskadou gelatinizace.

nPG-1 a nPG-3 se pfeménily na linedrni formu za pouZiti
reduk&niho ¢&inidla, které preménilo disulfidové spojeni na
sulfyhydrylové skupiny, které se pak stabilizovaly alkylaci s
jodoacetamidem.

Linearizované formy protegrinu jsou v inhibici
gelatinizace v endotoxinovém testu a ve shopnosti vazat
endotoxin ekvivalentni cyklickym formam.

Linearizované a cyklické formy testovanych protegrina
vykazuji antimikrobidlni aktivitu, ackoli uc¢innost
antimikrobidlniho pisobeni téchto peptidl zavisi na podstaté

cilpvého organizmu a na testovacich podminkach.
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Antimikrobidlni aktivita cyklickych a linearizovanych
forem PG-1 a PG-3 v koncentraénim rozmezi 20 pug/ml aZ 125

pg/ml s ohledem na kmen £E.coli ML-35P se méfila za
pritomnosti nebo bez 100 mM NaCl. Linedrni forma byla trochu
1éinn&jsi ve srovnani s cyklickou formou v pfitomnosti
samotného pufru; na druhé strané cyklickd forma byla
u¢innéjsi ve srovnani s lineadrni formou =za izotonickych
podminek.

V pripadé L. monocytogenes obé& formy protegrini, jak
cyklickd tak linearizovand, vykazuji silnou antimikrobialni

aktivitu v nepritomnosti soli a obé& formy byly prakticky
stejné u&inné v testovaném rozmezi koncentraci (20 pg/ml aZ

125 pg/ml). Cyklickd forma si v pfitomnosti 100 mM NaCl si
udrZela v =zavislosti na slabé& vy$3i koncentraci silnou
antimikrobialni aktivitu. Linearizace se projevila nizsi
aktivitou, ackoli vysoké koncentrace stéle vykazuji
antimikrobialni ucinek.

Viechny formy t&chto protegrinl pfitomnosti samotného
fosfatového pufru jsou udinné v pripadé C. albicans vV
zavislosti na zpasobu davkovani v danném koncentracénim
rozmezi, aCkoli linearizované peptidy vykédzaly niZsi
u&innost. Zatimco cyklické formy udrzZuji ve 100 mM NaCl
p¥ibliZné& stejnou uroven antimikrobidlniho ucinku, aktivita

~

linearizovanych forem se znaé¢né sniZila tak, Ze pri
koncentraci protegrinu pod 100 pg/ml nebyl prakticky zjevny
Zadny antimikrobidlni uinek.

P¥i koncentracich nad 130 ug/ml se pozoroval pozménény
antibakterié&lni ucinek.

V zavislosti na cilovém organizmu a pouZivanych
podminkadch obé& formy, Jjak cyklickd tak linearizovana, PG-1 a

PG-3 maji antimikrobidlni aktivitu.
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Roztoky pro kontaktni <&olky se typicky pripravuji z
fyziologického roztoku pufrovaného boratem a mohou obsahovat
EDTA. Protegriny ve formé syntetického PG-3 amidu a
syntetické PG kyseliny se testovaly za podminek, kdy pFrelité
gely obsahovaly 25 mM boratového pufru pH 7,4, 1% (o/o)
tryptokazové sojové pudy (0,3 pg/ml TBS prasku) a 1% agardzy.
Navic zahrnuje bud 100 mM NaCl, 1 mM EDTA nebo Jjejich
kombinaci. Jiné testované 1latky, které se pouZivaly jako
kontroly, jsou defenzin NP-1 a lysozym. Stanovila se k#ivka
odpovédi na davku.

ACkoli tyto protegriny wvykazuji niZs3i aktivitu v 25 mM
fyziologickém roztoku pufrovaném bordtem ve srovnadni s 25 mM
fosfatovym pufrem, antimikrobidlni aktivita se zvySi pfidanim
fyziologického roztoku a 1mM EDTA.

Testy provedené na L. monocytogenes a C. albicans
indikuji, Ze protegriny Jjsou schopny uplatnit své
antimikrobidlni u¢inky =za podminek, které jsou vhodné pro

produkty pro oSetfeni oci.

Priklad 2: Ziskéani kléni cDNA

Jak se popisuje v WO 95/03325, cDNA kédujici PG-1, PG-2,
PG-3 a PG-4 se pripravily z prasecCich leukocytd a sekvence
DNA kdédujici tyto protegriny jsou uvedeny na obréazku &. 7

publikované pfihléasky.

Priklad 3: Ziskdni genomové DNA kédujici PG-1, PG-3 a PG-5
Pomoci kitu “QIAGEN blood DNA” (QIAGEN, Chatsworth, CA)
se 1izolovala z bilych krvinek vep¥l genomové DNA o vysoké
molekulové vaze. P¥i amplifikaci protegrinovych gent (PG) se
pouZivd PCR, kde jako templat slouZi genomova DNA.
Sense primer se sekvenci 5 -GTCGGAATTCATGGAGACCCAGAG (A
nebo G)GCCAG-3 " odpovidad 5 oblastem PG CcDNA pfikladu 2 a

poskytuje restrikéni misto EcoRI. Antisense primer se
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sekvenci 5°-GTCGTCTAGA(C nebo G)GTTTCACAAGAATTTATTT-3 " e
komplementdrni s 3 konci PG cDNA a bezprostfedné pfedchézi
poly(A) ocasu a poskytuje restrikéni misto Xbal. Reakce
probéhlav celkovém objemu 50 pl, kde je obsaZeno 200 ng
¢isténé praseli genomové DNA, 25 pmoll kaZdého primeru, 1 ug
10 mM dNTP, 5 pg 10x koncentrovaného PCR pufru (200 mM Tris-
HCl, 100 mM (NH4),, 20 mM MgS0O,, 1% Triton X-100, 0,1% BSA) a
2,5 jednotky Pfu DNA polymerdzy (Stratagen, La Jolla, CA).
Probé&hlo 30 cykll, kaZdy zhrnoval 1 min denaturace pZfi
teplot& 94°C, 1 min pro navazani primerl p#i teploté& 55°C, 2
min extenze primerd pfi teploté 72°C a konelny krok extenze
pfi teplotd 72°C pod obu 10 min.

Amplifikovany produkt PCR 3$tépeny restrikénimi enzymy
EcoRI a Xbal, se izoloval z agardzového gelu, <Cistil se a
ligoval se do vektoru pBluescript KS+ (Stratagene, La Jolla,
CA), ktery se 3tépil restrikénimi enzymy EcoRI a Xbal a pak
se izoloval. Oba fetézce DNA se sekvenovaly dideoxy metodou
za pouZiti kitu Sequenase verze 2.0 (United States
Biochemical, Cleveland, OH), univerzadlnich primert pro
pBluescript a specifickych oligomérovych primerd zaloZenych
na PG genomovych a <cDNA sekvencich. Poc¢itadovd analyza
sekvenci DNA se uskutecnila za pouzZiti programu PG-Gen
(Intelligenetics, Palo Alto, CA).

Hybridizaci s oligonukleotidovou sondou specifickou pro
protegriny, kterd je komplementédrni s uUsekem nt. 403-429
protegrinovych cDNA sekvenci, se potvrdilo, Ze produkt PCR o
velikosti 1,85 kb Jje odvozeny od protegrinu. Produkt PCR se
pak subklénoval do vektoru pBluescript a 1izolovala se a
sekvenovala se DNA rekombinantnich plazmidd. Identifikovaly
se genové sekvence tfech raznych protegrint PG-1, PG-3 a PG-
5. Nukleotidové sekvence a dedukované aminokyselinové

sekvence jsou uvedeny na obrazku &. 1.
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Srovnanim protegrinové cDNA a genll protegrini naznaduiji,
Ze kédujici oblasti protegrinovych gent obsahuji &ty¥i exony
a Jsou prerudeny t¥remi introny (obrédzek &. 2). Prvni exon
obsahuje 5'nekédujici oblast a kodony prvnich 66 aminokyselin
protegrinového prepropeptidu, zahrnuje 29 zbytkd signalniho
peptidu a prvnich 37 zbytkd katelinu. Exony I a II Jjsou
relativné malé, velikost je 108 a 72 bp, a dohromady obsahuji
dalSich 60 zbytkd katelinu. Exon IV obsahuje dva katelinové
zbytky a pak nédsaleduji protegrinové sekvence. Sekvence mista
sestfihu exonu a intronu jsou uvedeny v tabulce &. 1 a
odpovidaji umluvenym pravidlim: vSechny intorny kon¢i dvojici
AG, pak nasleduje protaZeni 8 aZ 12 bazi bohatych na T/C,
zatimco vSechny introny zacinaji na GT a po nich néasleduje

sekvence, kde prevaZuji A/G A/G G.
Tabulka ¢&. 1

Struktura exon-intron genu PG-1

exon velikost | 5 sestfih intron velikost | 3 "sestkih
donoru akceptoru

1 ?2+198 AAGGCCgtgagtcg 1 405 ttgaccagGACGAG

2 108 AACGGGgtgaggct 2 152 ccttecagCGGGTG
AATGAgtgagt tcacagGTTCAA

4 313

Vysoce konzervativni katelinovd oblast exonu I aZ IV a
exonu IV obsahuje uplnou sekvenci hotového protegrinového
peptidu nésledovaného amidacéni sekvenci a 3° nepfeklédanou
oblasti a putativnim polyadenyla¢nim mistem. Oblast t¥#i
intront mé& rozsah 152 aZ 596 bp. Zjistilo se, Ze, jestliZe
protegrinové 'geny reprezentuji geny podobné katelinovym
genlm, pak t¥eti intron peptidd spojenych s katelinem
oddéluje oba posledni zbytky vysoce konzervativni oblasti

katelinu od variabilnich antimikrobidlnich peptidu kédovanych
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v exonu IV. To je vhodny rekombinantni mechanizmus zahrnujici
asociaci diverzniho exonu IV s prvnimi tFemi exony, které
specifikuji katelin obsahujici prepro-oblasti.

Rodina pfirozené se vyskytujicich protegrinti pak
obsahuje nejméné& 5 c&lenli. Obradzek ¢. 5 znazorfiuje srovnani
aminokyselinovych sekvenci péti protegrint, které se
nachézeji v prase&ich leukocytech. Existuje Uplnd homologie v
pozicich 1 aZ 3, 5 aZz 9, 13 a 15 aZ 16.

Srovnéni protegrinovych genu S EMBL/GenBank
identifikoval nepodstatné homologni geny. Struktura gend a
nukleotidové sekvence protegrind Jjsou velmi odlisné od
sekvenci defenzind, které obsahuji t¥i exony v genech
myelodnich defenzind a dva exony Vv genech enterickych
defenzinl. Jak se ocekdvalo srovnadni odhalilo velkou rodinu
CDNA odpovidajici S katelinem-asociovanych telecich,
praseCich a krédlic&ich peptidt.

Za UlCelem zjisSténi genl pribuznych s protegriny se
testovaly prase&i genomové knihovny p¥ibliZné 2,3 x 10° klénn
v  EMBL-3 SP6/T7 s **P-znadenou protegrinovou CcDNA a
identifikovalo se 45 hybridizujicich klénua.

Genomovéa knihovna prasecich jater ve fagach EMBL3 SP6/T7
se ziskala z Clontech (Palo Alto, CA). Kmen E. coli K803 se
pouZil Jjako hostitel a DNA z phdgovych plaki se pfenesla na
nylonové membrany (DuPont, Boston, MA) . Filtry se
hybridizovaly s prase&i 691 PG-3 cDNA znadenou *?P. Filtry se
nékolikrat promyly, posledni lazen obsahovala 0,1x SSC a 0,1%
SDS a probéhla pfi teploté 60°C, pak se exponoval film pro x-
zdfeni pri teploté -70°C. Pozitivni klény se podrobily
plakovému Cisténi ve dvouch cyklech pfi nizké hustoté.

DNA izolovand z hybridizujicich klénd se 3tépila rlhznymi
restrikénimi endonukledzami (New England Biolabs, Beverly,
MA), rozdélila se na fragmenty na 0,8% agardézovém gelu a

pfenesla se na GeneScreen Plus membranu (DuPont, Boston, MA).
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Hybridiza&ni proby byly znaleny pomoci P a zahrnovaly cDNA
prase¢iho PG-3 a protegrinovy specificky oligonukleotid
znaeny na 5°konci, ktery je komplementdrni s nt. 403 aZ 429
cDNA PG-1, 2 a 3. V pfipadé cDNA sond hybridizace a promyvéani
probéhlo stejné Jjako p¥i testovdni knihovny. V p¥ipadé
oligonukleotidové sondy se membrany promyvaly pfi teploté
42°C v pufru obsahujicim 0,1x SSC a 0,1% SDS.

Analyza Southernovym prenosem probéhla hybridizaci
izolované DNA ziskané z pozitivnich klénl s protegrinovou
cDNA a s protegrinovymi specifickym oligonukleotidem, ktery
je komplementdrni s nt. 403 aZ 429 sekvence protegrinové
cDNA. Ackoli v3echny klény hybridizovaly s celou cDNA sondou,
pouze pfribliZné polovina z nich hybridizovala s protegrinovou
specifickou sondou. Specifickd oligonukleotidovad sonda pro
praseci propenin, cozZ je dalsi katelin-asociovany
antimikrobidlni peptid ziskany 2z prasecich leukocyti,
hybridizovala z nékolika neprotegrinovymi klény. Tyto
vysledky potvrzuji a) Ze konzervovand prooblast homologni s
katelinem je pfitomna ve stejném genu Jjako antimikrobidlni
peptidy a neni p¥idand posttranskripénimi kroky a b) Ze za
protegrinové se povaZuje u prasat zhruba polovina genl
pfibuznych katelinu.

Synteticky peptid odpovidajici aminokyselinové sekvenci
PG-5 se ptipravil a testoval se s ohledem na antimikrobialni
aktivitu proti E.coli, L. monocytogenes a C. albicans.
Vysledky se porovnaly s témi ziskanymi se synteticky
pfipravenym PG-1l. Vysledky jsou zobrazeny na obrézcich 3a aZ
3c. Jak je zobrazeno na grafickém znédzornéni vysledkl, PG-5
méd srovnatelnou antimikrobidlni aktivitu proti vSem tfem

testovanym organizmim s PG-1.

Priklad 4: P¥iprava enantio-PG-1
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Za pouZiti standardnich metod pevné faze se ptipravil
protegrin, ktery m& aminokyselinovou sekvenci PG-1, ale kde
kaZdd aminokyselina Jje v D-formé. Tato forma protegrinu se
testovala proti E.coli, L. monocytogenes a C. albicans a
proti jinym organizmim za nepfitomnosi a p¥itomnosti proteézy
a Vv Jjiném pripadé se provadéla radiodifizni test v
agardzovych gelech, jak se popisuje v publikaci Lehrer, R.I.
et al., J. Immunol. Meth (1991) 137: 167-173. Vysledky
ukazuji, Ze jak nativni PG-1 tak enantio-PG-1 v nep¥itomnosti
proteazy Jje stejné uUlinny v inhibici rUstu E.coli. Ani
trypsin nebo chymotrypsin neinhibuji antibakteridlni u&inek
enantio-PG-1. V pritomnosti téchto proteolytickych enzyml
schopnost nativniho PG-1 inhibovat rust L. monocytogenes je
negativné ovlivnéna, ackolli v pfitomnosti téchto protedz je
PG-1 sravnatelné aktivni jako enantio-PG-1.

Za pouZiti stejnych metod se syntetizuji enantio-formy
PG-2, PG-3, PG-4 a PG-5. Podobné se prfipravuji enantio-formy

latek, které se popisuji dfive v textu.

P¥iklad 5: Aktivita protegrin@l proti STD patogenim

Jak se uvadi v WO 95/03325 PG-1 se testoval proti rlznym
organizmim, které odpovidaji za infekce spojené s pohlavné
pfenosnymi nemocemi (STD).PG-1 je vysoce aktivni proti HIV-1,
Chlamydia trachomatis, Treponema pallidium, Neisseria
gonorrhoeaea a je slabé aktivni proti Trachimonas vaginalis a
Herpes simplex typ 2. PG-1 neni aktivni proti Herpes simplex
typ 1, avsak dalsi protegriny napt. amidova forma
RGGLVYVRGRFCVCVGR Jje aktivni proti Herpes simplex typ 1.

Pfiklad 6: Antiretrovirovd aktivita
Synttickd a nativni PG-1 a nativni PG-2 vykazuji

antivirovou aktivitu proti rlznym kmentm HIV za pouZiti
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metody popsané v publikaci Miles, S.A. et al., Blood (1991)
78: 3200-3208, ajak se uvaddi shora vtextu v WO 95/03325.
Protegriny vykazuji podobnou aktivitu s ohledem na jiné

retroviry.

Priklad 7: P¥iprava modifikovanych protegrint: formy “kite” a
“bullet”

Formy “kite” a “bullet” PG-1, kde vSechny Z jsou alanin,
se syntetizovaly ©pouZitim DbéZné Fmoc chemie. Surovy
synteticky peptid se syntetizoval pfidénim stejného vahového
mnoZstvi dithiotritolu (DTT) k syntetickému peptidu, ktery se
ropustil v koncentraci 10 mg peptidu v ml roztoku a ktery
obsahoval 6M quanidin HCl, 05 M Tris pufr a 2 mM EDTA, pH
8,05 a inkuboval se po dobu dvou hodin p#i teploté 52°C v
atmosfére dusiku. Smés se filtrovala skrz filtr s péry o
velikosti 0,45 um, okyselil se 1/20 (o/o0) kyseliny octové a
izoloval se béZnou RP-HPLC na koloné C-18. Takto izolované
redukované formy “kite” a ‘“bullet” PG-1 se Castelné
koncentrovaly na vakuové centrifuze na zafizeni “speed vac” a
nechaly se zavinout po dobu 24 hodin pri teploté mistnosti, v
prostfedi okolniho wvzduchu, v 0,1 M Tris pH7,7 pfi nizké
koncentraci (0,1 mg peptidu na ml), aby se minimalizovalo
tvofeni mezifetézovych disulfidovych mnlstkli. Smés se pak
koncentrovala a okyselila HOAC na konecnou koncentraci 5% a
¢istila se RP-HPLC.

Cistota kone&ného produktu forem “kite” a “bullet” PG-1
se oveéfrila AU-PAGE, analytickou HPLC a FBAM hmotnostni
spektroskopii. AU-PAGE v kaZdém p¥fipadé vykazuje jeden pruh
pro konecény produkt. Pozorovand hodnota MH+ v obou ptfipadech
byla 2093.

Pfiklad 8: Antimikrobidlni aktivita forem “kite” a “bullet”
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U latek forem “kite” a “bullet” PG-1 pfipravené podle
pfikladu 7 se testovala antimikrobidlni aktivita za pouZiti
radialniho difuzniho testu, Jjak se popisuje v publikaci
Lehrer,R.I. et al., J Immunol Meth (1991) 137: 167-173 s
vyjimkou, Ze spodni agary obsahuji 10mM pufr fosforednanu
sodného s kone&nym pH7,4. Jak se popisuje v p¥ikladu 1, I v
pripadé spodniho agaru se pouZilo 0,3 mg/ml tryptikazové
sojové pudy a 1% agardza, V nékterych pfipadech se do agaru
pfidal 100 mM NaCl nebo RPMI plus 2,5% normalni lidské sérum
(NHS) .

V prvni sadé stanoveni se testovala antimikrobidlni
aktivita forem “kite” a “bullet” PG-1 proti L. monocytogenes,
E. faecium (VR) nebo S. aureus za uvedenych podminek.

Formy “kite” a “bullet” PG-1 jsou shruba stejné& u&inné
proti uvedenym t¥en bakteriim za standardnich podminek testu.
KdyZ se do agaru pfidalo 100 mM NaCl, formy “kite” jsou méné&
aktivni ve srovnadni s formami “bullet”, které wvykazuji =za
uvedenych podminek slabé zvySenou antimikrobiidlni aktivitu
proti viem tfem kmenim mimo S. aureus. Podobné&, kdyZ se prida
RPMI plus 2,5% NHS, formy “bullet” Jjsou opét UCin&jdi ne?Z
formy “kite”. Aktivita formy “kite” proti E. faecium je za
uvedenych podminek podstatné niZzZ3i.

Tyto formy PG-1 se také testovaly proti E. coli, K.
pneumoniae a P. aeruginosa. Za standardnich podminek formy
“kite” a “bullet” PG-1 inhibovaly v3echny t¥i organizmy. Tato
antimikrobidlni aktivita se udrZela také v pFitomnosti 100 mM

NaCl a RPMI plus NHS.

Pfiklad 9: Syntéza formy “snake” PG-1

Forma “snake” PG-1, kde vSechny Z jsou alanin, se
pfipravila za pouZiti standardni metody podle Synpep Inc.,
Dublin, CA a hodnota MH+ na FAB hmotnostnim spektroskoupu je
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2031,3, coZ se oCekavalo. Forma “snake” PG-1l se &istila aZ do

dosaZeni homogenity na RP-HPLC.

P¥iklad 10: Antimikrobidlni aktivita formy “snake” PG-1

Forma "“snake” PG-1 se testovala s pouZitim stejnych
Sesti organizmd a =za stejnych podminek, Jjak se uvadi v
prikladu 8, s ohledem na formy “kite” a “bullet” PG-1. V
tomto pfipadé se jako kontrola pouZivala nativni dvou-
disulfidovéd forma PG-1. Zatimco forma “snake” vykazuje silnou
aktivitu proti proti L. monocytogenes, E. faecium a Saureus
za standardnich podminek, musi se poznamenat, Ze Je méné
aktivni ve srovnani s nativni formou v pfitomnosti bud 100 mM
NaCl nebo RPMI plus NHS. Podle stejného paternu se postupuje,
kdyZ testovanymi organizmy jsou E. coli, K. pneumoniae a P.

aeruginosa.

Priklad 11: Pfiprava miniprotegrinid a protegrint se zvySenou
bazicitou

Ptipravila se série protegrinti, kterd =zahrnuje formy

“kite” a “bullet”, kde jeden nebo oba Xs a X;s Jjsou bazické,

jako protiklad hydrofébni aminokyseliné& a/nebo X;-X; nejsou

pfitomny. Pfipravené peptidy jsou uvedeny v tabulce &. 2, kde

se také porovndvaji s aminokyselinovou sekvenci PG-1.

Tabulka &. 2

Sekvence vybranych miniprotegrint

koéd sekvence hmotnost
PG-1 RGGRLCYCRRRFCVCVGR 2154,04
PC-11 LCYCRRRFCVCVGR 1730,11
PC-12 RCYCRRRFCVCVGR 1773,14
PC-13 RGGRLCYCRRRFCVCV 1943,35
PC-14 RGGRLCYCRRRFCICV 1957, 38
PC-15 RGGRLCYCRRRFCVCR 2000,41
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PC-16 RCYCRRRECVCR 1616, 96
PC-17 LCYCRRRFEFCVCV 1516,87
PC-18 LCYCRRRFAVCV 1454,77
PC-19 RCYARRRFAVCR 1554, 85
PC-20 LAYCRRRFCVAV 1454,77
PC-21 RAYCRRRFCVAR 1554,85
PC-22 RGGRLCY RR VCVGR* 1648,97
PC-3la GGRLCYCRRRFCVCVGR 1999, 40
PC-32a RGRLCYCRRRFCVCVGR 2098, 54
PC-33a GRLCYCRRRFCVCVGR 1942,35
PC-34a RRLCYCRRRFCVCVGR 2041,49
PC-35a RLCYCRRRFCVCVGR 1885, 30
PC-36a RRCYCRRRFCVCVGR 1928, 33
PC-37a CYCRRRFCVCVGR 1615,95
PC-44a | RGGRLCYCRRRFCVCR* 2000, 41
PC-45 RGGRLCYCRRRFCVC 1843,22
PC-46 RGGRLCYCRRRFCVC* 1844,22
PC-47a RGGRLCY RRRFE VCVGR 1951, 33
PC-48 RGWRLCYCRRRFCVCVGR 2284,75
Hvézdi&ka (*) v tabulce ¢&. 2 oznacuje volnou kyselinu C-

konce; vSechny dal3i jsou amidy C-konce.

Napodobeniny

radidlniho difdzniho testu,

ve stfedni logaritmické fazi,
se pouZiva celonoéni kultura.
v3echny spodni agary obsahuji 0,3 mg/ml tryptikédzové sojové
10mM pufr

pudy

fosforecnanu

médium A,

to,

Ze

jeden mililitr,

sodného

také obsahuje

pH7,4

bakteri nebo fungdlnimi CFU na 10ml.

100

protegrini

mimo testd s C.

Jak se popisuje shora v textu

1%

a

hm/o

agary

testovaly

se

za

albicans,

agarézy,

pouziti
v kterém se pouZivajl organizmy
kde

inokulovaly 4x10°
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C

Standardni sodni agar,
se popisuje shora v textu; Médium B je stejné mimo

mM NaCl; obsahuje
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standardni médium plus 2,5% normédlni lidské sérum; a médium D

obsahuje 80% RPMI-1640 plus 2,5% norm&lni lidské sérum.

Testované peptidy se rospustily v koncentraci 500 pg/ml
v roztoku 0,01% kyseliny octové a ptipravilo se sériové
fedéni ve stejném rozpoudtédle bud jako dvounadsobné rfedéni
nebo polovi&ni logaritmické fedéni (poloviéni logaritmické
fed&ni jsou od 500 pg/ml, 250, 78, 25, 7,8, 2,5, 0,78, 0,25 a
0,078 pg/ml).

Redé&ni se ptipravovala denné v mnoZstvi dostatecném pro
experimenty provedené v tomto dni; testy se provedly tak, Ze
5 ug objeml roztoku se pridalo do vypichnutych dér (o priumé&ru
3mm) v bakterialnich spodnich gelech. Prelite gely
(2xkoncentrovany bé&Zny tryptikdzovy sojovy agar) se nalil po
t¥ech hodinédch. Velikosti zén se méfily nejbliZe 0,1 mm po
celonodni inkubaci. Velikosti zén vyjadfené v Jednotkach
vyefeni (10 jednotek = lmm v priméru) se vynesl do grafu
proti log), koncentrace peptidu za pouZiti programu pro sigma
grafy. Usek na ose X koresponduje s minimadlni mikrobicidni
koncentraci a ur&il se regresni analyzou nejmenSich stfednich
Ftvercd. Do vypoltu se =zahrnuly pouze nejvy$3i koncentrace
peptidu, které nevykazujl vyCerenl agaru.

Vysledky Vysledky poskytuji minimdlni mikrobicidni
koncentrace v pg/ml a relativni molekuldrni silu, ktera je
vsouladu s molekulovou vahou.

V pocdatednich experimentech se testovaly PC-11 a PC-12 a
vysledky se srovnavaly s vysledky s PG-1. Vysledky se uvadi v
tabulkéch ¢. 3 a 4.

Tabulka ¢. 3

Minimélni mikrobicidni koncentrace (pg/ml)

fedéni série 1 10mM fosforecénanovy pufr 10mM pufr + 100 mM NaCl

organizmus protegr | PC-11 PC-12 protegr | PC-11 PC-12
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PG-1 PG-1
E.coli ML-35p 5,3 Z,3 3,8 2,8 1,3 1,9
L.mono, EGD 5,8 4,8 5,1 3,6 3,7 5,5
C.albicans 820 6,1 7,1 , 7,9 11,6 20,5
S.aureus 7,0%0,54 3,7 3,3 4,5+0,26 3,3 3,9
930918-3
MRSA 30371 n.t. n.t. a.t. 4,0£0,18 | 3,2 1,1
MRSA 28841 n.t. a.t. a.t. 3,1£0,03 | 2,1 2,6
Tabulka ¢. 4
Relativni moléarni sila (PG-1=1,00)
10mM fosforecnanovy pufr +100 mM NacCl
pufr
organizmus PC-11 PC-12 PC~11 PC-12
E.coli ML-35p 1,85 1,15 1,73 1,65
L.mono, EGD 0,97 0,99 0,78 0,80
C.albicans 820 0,69 0,71 0,55 0,47
S.aureus 1,52 1,75 1,09 0,95
930918-3
MRSA 30371 n.t. n.t. 1,00 1,06
MRSA 28841 n.t. n.t. 1,19 0,98

Jak je uvedeno v tabulce . 4 zkréacené formy protegrinua
jsou trochu UcinéjsSi proti E.coli a S.aureus ve srovnani s
PG-1 a srovnatelné U¢inné proti zbyvajicim testovanym
organizmim s vyjimkou C.albicans, kde G&innost se pohybuje ve
stejném Fadu.

Tabulky &. 5 a 6 ukazuji minimdlni mikrobicidni
koncentrace a relativni molarni silu provedeni PC-15, de Xi¢
je Dbazickd aminokyselina. PC-13 3je identicky s PG-1 s
vyjimkou, Ze neobsahuje X;; a Xi3. Jak Jje uvedeno v této
tabulce zaména X;¢ bazickou aminokyselinou zvy3uje silu proti

vét3iné organizmd, ale méni odezvu na pfidané sole.

Tabulka &. 5
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Minimdlni mikrobicidni koncentrace (ug/ml)

fedéni série 1 10mM fosforecnanovy pufr 10mM pufr + 100 mM NaCl
organizmus PG-1 PC-13 | PG-2 PC-15 | PG-1 | PC- PG-2 | PC-
13 15
E.coli ML-35p 6,1 3,4 4,7 3,7 3,4 (2,3 2,9 1,5
L.mono, EGD 6,5 4,6 5/2 2,8 4,0 2,7 3,2 2,4
C.albicans 820 |5,5 |4,0 |4,8 |2,6 |7,5 |10,2]|10,1|8,8
E. faecium 10,7 16,6 10,8 | 4,3 2,6 |3,4 14,0 |6,2
(klin. izolat)
VREF CDCz1 n.t. |n.t. |n.t. |n.t. |3,1 |4,6 |3,6 |5,6
(E.faecalis)
VREF 94.132 5 5 lo.s
(E. faecium) n.t. (n.t n.t. |n.t 3,0 ;0 |2, ,
S.aureus
930918-3 , , ;5 , 3 4,7 13,4 |3,6 |5,7
MRSA 30371 .t. .t. t 4,1 ;4 13,6 (4,4
MRSA 28841 .t. t .t. t 3,2 , 6 ;1 (2,3
Tabulka &. 6
Relativni molérni sila (PG-1=1,00)
10mM fosforecnanovy pufr +100 mM NacCl
pufr
organizmus PC-13 | PG-2 PC-15 | PC-13 | PG-2 PC-15
E.coli ML-35p 1,62 1,18 1,53 1,33 1,06 2,1
L.mono, EGD 1,27 1,14 2,15 1,33 1,14 1,55
C.albicans 820 1,24 1,04 1,96 0,66 0,67 0,79
E.faecium 0,89 0,90 2,31 0,69 0,59 0,39
(klin. izolat)
VREF CDC21 n.t. |n.t. |n.t 0,61 |0,78 |0,51
(E.faecalis)
VREF 94.132 8
(E. faecium) n.t. n.t. n.t 1,35 1,1 3,48
S.aureus
930918-3 0,89 0,75 1,05 1,25 1,19 0,77
MRSA 30371 n.t. n.t. n.t. 1,09 1,03 0,86
MRSA 28841 n.t. n.t. n.t. 1,11 1,38 0,85
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Tabulky 7 aZ 10 ukazuji =zysledky PC-16 a PC-17, kde
chybi X;-X4; PC-16 také obsahuje bazické aminokyseliny v
pozicich Xs a Xj;¢. Tabulky 8 a 10 se vztahuji na minimdlni
mikrobicidni koncentrace a 1i8i se pouze v pozménéné metodé
fedéni. V tabulkdch 8 a 9 se pouZilo dvojnasobné fedéni a v
tabulce ¢ 10 aZ 11 se pouZilo poloviéni logaritmické Fedéni.
Data v téchto tabulkédch ukazuji, Ze udinnost ve srovnani s
PG-1 kolisad v z&vislosti na cilovém organizmu a na
testovacich podminkdch. Jak ukazuje tabulka &¢. 9 naptiklad
PC-17 (a PC-16) jsou vétsinou srovnatelné méné aktivni, neZ
PG-1 v pfitomnosti sole; Jak se ukdzalo v tabulce ¢&. 11
pritomnost séra je také problematickd zvlasté v pFipadé PC-
lo.

Tabulka &. 7

Minim&dlni mikrobicidni koncentrace (pg/ml)

fedéni série 1 10mM fosforecnanovy pufr 10mM pufr + 100 mM NaCl
organizmus PG-1 PC-16 PC-17 PG-1 PC-16 PC-17
E.coli ML-35p 4,4 1,1 2,0 3,2 0,9 2,7
L.mono, EGD 4,0 1,1 2,2 2,6 4,1 5,0
C.albicans 820 5,2 1,9 5,5 8,0 29,3 32,6
E.faecium 6,6 3,4 4,8 3,3 3,8 5,7

VREF CDC21 n.t. n.t. n.t. 4,1 16,7 6,4
(E.faecalis)

VREF 94.132 n.t. n.t. n.t. 3,3 1,2 3,7
(E. faecium)

S.aureus

*
930918-3 7,6 3,8 5,2 4,7 27,5% | 6,4
MRSA 30371 n.t. |n.t. n.t. 14,3 12,3* | 5,7
MRSA 28841 n.t n.t. 3,1 5,3% 4,0

Tabulka &. 8
Relativni molarni sila (PG-1=1,00)
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fedéni série 1 10mM fosforeénanovy pufr +100 mM NaCl
organizmus 22?16 PC-17 PC-16 PC-17
E.coli ML-35p 3,00 1,55 2,50 0,78
L.mono, EGD 2,73 1,28 0,48 0,37
C.albicans 820 2,05 0,67 0,20 0,17
E. faecium 1,46 0,97 0,65 0,41
VREF CDC21 n.t. n.t. 0,18 0,45
(E.faecalis)

VREF 94.132 n.t. n.t 2,06 0,63
(E. faecium)

230515-3 0,13 10,13
MRSA 30371 0,26% 0,26
MRSA 28841 -t 0,66 0,55

Tabulka &. 9

Minimdlni mikrobicidni

koncentrace (ug/ml)

Ffedénl série 1 pufr + 100 mM NaCl RPMI + 2,5% NHS
organizmus PG-1 PC-16 PC-17 PG-1 PC-16 pC-17
E.coli ML-35p 1,4 0,59+ 1,0 0,36 0,49 0,42
L.mono, EGD 0,7 1,5 0,7 0,35 0,61 0,42
C.albicans 820 8,06 25,5 10,5 7,1 24,1% 29,8*
E. faecium 1,2 10,0 0,63 0,42 31,1 0,40
VREF CDC21 1,3 11,3 1,6 0,5 28,4 0,90
(E.faecalis)

VREF 94.132 0,67 0,44 0,56 0,37 8,8 0,39
(E. faecium)

P.aurginosa

MR 2330 1,3 0,41 |1,2 0,96 |8,8 0,80
P.aurginosa

SBI-N 1,4 1,2 1,1 0,81 2,8 0,83
P.aurginosa 1,3 0,80 0,60 1,1 8,9 0,88
MR 3007

P.aurginosa 1,4 0,85 0,59 |0,91 |3,9 0,81
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MR 2133
S.aureus 3,3 >250 3,9 0,44 0,82%* 0,35
930918-3
MRSA 30371 1,5 >250 | 1,6 0,32 |0,1* 0,30
MRSA 28841 1, 7,9%  |1,6 0,6 2,5 0,20
Tabulka &. 10
Relativni molarni sila (PG-1=1,00)
fedéni série 2 pufr + 100 mM NaCl RPMI + 2,5% NHS
organizmus PC-16 PC-17 PC-16 PC-17
E.coli ML-35p 1,78 0,99 0,35 0,60
L.mono, EGD O/35 0170 0143 0159
C.albicans 820 0,25 0,58 0,22 0,17
E.faecium 0,09 1,34 0,01 0,74
VREF CDC21 0,10 0,66 0,01 0,39
(E.faecalis)
VREF 94.132 1,14 0,84 0,03 0,67
(E. faecium)
P.aurginosa
MR 2330 2,38 0,76 0,08 0,85

. 0,88 0,90 0,22 0,69
P.aurginosa
SBI-N
P.aurginosa 1,22 1,53 0,09 0,88
MR 3007
P.aurginosa 1,24 1,67 0,18 0,79
MR 2133
S.aureus
930918-3 <0,03 0,60 0,40 0,89
MRSA 30371 <0,03 0,66 0,24 0,75
MRSA 28841 0,12 0,57 0,05 2,11

Tabulka 11 aZ 14 ukazuji vysledky pro formy

protegrint “kite” podle vyndlezu. Opét je zfejmé, Ze spektrum

cilovych organizmi,

za kterych je citlivost prokéazana,

jsou variabilni.

které Fjsou citlivé a spketrum podminek,

Obecné
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Ze vice kationické forma PC-19 je méné u&innad ve
kterd chybi zbytky X;-X,.

lze ?*ici,
srovnadni s nemodifikovanou formou,

PC-19 neni p¥i fyziologickych podminkach aktivni.

Tabulka 11

Minimadlni mikrobicidni koncentrace (pg/ml)

fedéni série 1 10mM fosforecénanovy pufr pufr + 100mM NaCl
organizmus PG-1 pC-18 PC-19 PG-1 PC-18 PC-19
E.faecium 7,7 1,7 17,7 4,2 2,9 >250
VREF CDC21 n.t. n.t. n.t. 4,6 5,3 >250
(E.faecalis)

VREF 94.132 n.t. |n.t n.t. |3,6 1,4 5,6
(E. faecium)

S.aureus

930918-3 7,3 / 7,3 5,0 10,4
MRSA 30371 .t. t .t. 4,1 6,5 68,6
MRSA 28841 n. n.t. 3,6 3,9 17,4
Tabulka ¢. 12

Relativni molérni sila (PG-1=1,00)

fedéni série 2 10mM fosforecnanovy pufr + 100mM NacCl
pufr

organizmus PC-18 PC-19 PC-18 PC-19

E.faecium 3,06 0,31 0,98 0,01

VREF CDC21 n.t. n.t. 0,59 0,01

(E.faecalis)

VREF 94.132 n.t. n.t. 1,74 0,46

(E. faecium)

S.aureus

930918-3 1,26 0,72 1,61 0,35

MRSA 30371 n.t. n.t. 0,43 0,04

MRSA 28841 n.t. n.t. 0,62 0,15

Tabulka &. 13




Minimdlni mikrobicidni koncentrace
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(ug/ml)

fedéni série 2 10mM pufr + 100 mM NaCl RPMI + 2,5% NHS
organizmus PG-1 pPC-18 PC-19 PG-1 PC-18 PC-19
E.faecium 1,5 3,2 >250 2,9 >250
VREF CDC21 1,4 3,4 >250 10,0 >250
(E.faecalis)

VREF 94.132 0,61 |0,50 [2,9 0,30 |1,2 30,2
(E. faecium)

P.aurginosa

MR 2330 1,3 1,1 3,0 0,7 3,0 29,2
P.aurginosa

SBI-N 1,3 1,2 2,1 0,85 4,6 >250
P.aurginosa 1,3 1,1 1,1 0,72 3,89 >250
MR 3007

P.aurginosa

MR 2133 1,2 2,4 2,5 0,9 3,9 >250
Tabulka ¢. 14

Relativni molarni sila (PG-1=1,00)

fedéni série 2 10mM pufr + 100 mM NaCl | REMI + 2,5% NHS
organizmus pPC-18 PC-19 PC-18 PC-19
E. feacium 0,32 <0,01 0,98 0,01
VREF CDC21

(E.faecalis) 0,28 <0,01 0,03 <0,01
VREF 94.132 0,81 0,15 0,17 <0,01
(E. faecium)

P.aurginosa 0,8 0,31 0,16 0,02
MR 2330

P.aurginosa

SBI-N 0,73 0,45 0,12 <0,01
P.aurginosa :

MR 3007 0,80 0,85 0,13 <0,01
P.aurginosa 0,34 0,35 0,16 <0,01
MR 2133
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15 a 16 ukazuji vysledky ziskané pro formy

protegrinli podle vyndlezu. Vice kationické formy jsou obecné

za vysoké koncentrace soli nebo séra méné ulinné ve srovnani

s PG-1. Jsou v3ak srovnatelné ucinné proti E.coli.
Tabulka ¢&. 15
Minimédlni mikrobicidni koncentrace (pg/ml)
fedéni série 1 10mM fosfor. pufr | pufr + 100mM pufr + 2,5% NHS
NaCl

organizmus PG-1 PC-20 | PC-21 | EG-1 PC-20 | pC-21 | BG-1 PC-20 | pC-21
E.coli ML-35p 4,6 0,75 (0,36 | 2,0 1,9 1,8 0,34 {0,27 | 0,28
L.mono, EGD 4,8 3,3 1,4 3,4 21,7 | 36,3 (1,3 5,5 5,6
C.albicans 820 6,1 5,3 8,5 6,8 67,5 | >250 | 8,1 30,1 | 59,7
E. faecium 6,7 6,7 18,0 | 3,9 6,90 | >250
VREF CDC21 n.t n.t. n.t. 4,9 >250 >250
(E.faecalis)
VREF 94.132 n.t n.t. {n.t. 2,5 3,3 28,3
(E. faecium)
S.aureus 10,3 , 8 7,2 5,1 30,3 | 64,6
930918-3

n.t. n. 4,2 29,9 | 64,6
MRSA 30371

n.t. n. n. 3,3 8,4 8,4
MRSA 28841
Tabulka ¢. 16
Relativni molarni sila (PG-1=1,00)
fedéni série 1 10mM fosfor. pufr + 100mM pufr + 2,5%

pufr NaCl NHS

organizmus PC-20 PC-21 PC-20 PC-21 pPC-20 pC-21
E.coli ML-35p 4,14 9,21 0,71 0,8 4,50 0,88
L.mono, EGD 0,98 2,47 0,09 0,07 0,16 0,17
C.albicans 820 0,78 0,52 0,07 <0,02 | 0,18 0,10
E. faecium 0,68 0,27 0,03 0,01
VREF CDC21 n.t. n.t. 0,01 0,01
(E.faecalis)
VREF 94.132 n.t. |n.t 0,20 |0,06
(E. faecium)
S.aureus
930918-3 1,20 1,03 0,11 <0,06
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MRSA 30371 n.t. n.t. 0,09 <0,05
MRSA 28841 n.t. n.t. 0,26 0,28

P¥iklad 12: Minima&lni biocaktivni konformace PG-1 nezbytna pro
aktivitu proti Neisseria gonorrhoeae

Citlivost Neisseria gonorrhoeae k ruznym variantam
protegrinu PG-1 se urcila za pouZiti radidlniho difuzniho
testu popsaného v publikaci Lehrer et al., 1991, J Immunol
Methods 137:167. Nativni protegrin PG-1] se 1izoloval =z
praseich leukocytll zplsobem popsaném v publikaci Kokryakov
V.N. et al., FEBS Lett (1993) 327: 231-236. VSechny jiné
protegriny se ptripravily synteticky za pouZiti F-moc chemie a
¢istily se HPLC s reverznimi fézemi.

Testovaly se néasledujici kmeny Neisseria gonorrhoeae
FA19 (sac-1l, sac-3; rezistentni na sérum (Sac®), Js-1
(rezistentni na sérum; sac-1l, sac-3; (sac®)) a F62 (sac-17,
sac-3; citlivé na sérum (Sac®), které se popisuji v publikaci
Cannon te al., Infect Immun (1981) 32:547-552) a Judd, R.C.
Infect Immun (1982) 37:632-641). Kmeny FA628 (sac-1", sac-3)
a FA899 (sac-1, sac-3") jsou (Sac®) transformanti kmene FAl9
(Shafer, W.M. et al., Infect Immun (1982) 35:764-769). Kmeny
FA5101 a WSl jsou mutanti kmene FAl9 rezistentni na pycin,
které produkuji zkréceny LOS (Lucas, C.E. et al., Molec
Microbiol (1995) 16:1001-1009). Bakterie se rozetfely na NGTM
médium, inkubovaly se pfes noc pfi teploté 37°C v atmosférfe
5% CO,/o0kolni vzduch a denné se pasédZovaly. Bakterie z ploten
se umistily do 25ml GC pldy a inkubovaly se p¥i teploté 37°C
za stalého michdni po dobu 3 hodin aZ se ziskaly gonococci v
mid-log fazi.

Spodni a pfelité agary se pfipravily stejnym zplso bem
jak popisuje v ptipadé radidlniho difuzniho testu v publikaci

Qu, X.D. et al.. Peptidy se rozpustily a sériové se nafedily
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v 0,01% kyseliné octové a testovaly se 5ml alikvéty. Plotny

se inkubovaly v inkubdtoru s atmosférou CO, p¥i teploté& 37°C

po dobu 3 hodin, pak se prelily gelem, coZ umoZiuje peptidim

difizi pronikat do spodnich gelt. Po celono&ni inkubaci se

urcily z useku na ose X kfivky minimdlni inhibiéni
koncentrace,

jak popisuje Qu et al.. KaZdy kmen vykazuje

citlivost na protegrin (tabulky 17 aZ 19).

Tabulka ¢. 17
Aktivita proti Neisseria gonorrhoeae

aminokys. minim. inhibi¢. Koncentrace

(ug/ml)

protegrin sekvence n F62 Js-1 FAl1S
PG-1 RGGRLCYCRRRFCVCVGR 18 1.3:0.1 1.2:0.1 1.9:0.1
PC-13 RGGRLCYCRRRFCVCV-- 16 0.6£0.2 1.4£0.04 2.3:0.8
PC-11 -=~-=-LCYCRRRFCVCVGR 14 1.010.1' 1.6£0.3 2.820.1
PC-17 - ==<LCYCRRRFCVCV--~ 12 0.6£0.1 1.320.2 1.7+0.1
PC-37  =e=e- CYCRRRFCVCVGR 13 4.2+1.1 1.8:0.2 10.7+0.5
PC-45 RGGRLCYCRRRFCVC--- 15 1.1£0.3 2.9£0.03 7.622.1
PC-71 === CYCRRRFCVCV-- 11 4.5:0.8 4.7£1.0 16.1:0.9
PC-72 ~=<<LCYCRR2FCVC--~ 11 2.7:0.2 2.320.8 12.820.0
PC-73  e=ee- CYCRRRECVC- -~ 10 29.8:1.5  48.3:22.5  104.427.4
PC-8 RGGRLAYARRRFAVAVGR 18 21.425.8 46.0+7.0 431:13
PC-9 RGGRLAYCRRRFCVAVGR 18 1.0:0.3 1.1:0.2 7.322.3
PC-10 RGGRLCYARRRFAVCVGR 18 0.7¢0.1 0.8:0.1 1.6+0.0
pPC-18 -~=<-LCYARRRFAVCV-- 12 0.7¢0.1 2.1+0.4 8.322.0
PC-64 - == ~LCYTRRRFTVCV- - 12 0.7£0.1 1.4$0.2 4.520.3
pC-20 ---<-LAYCRRRFCVAV-- 12 1.1£0.2 8.5%2.5 32.4+5.7
PC-64a --~-LTYCRRRFCVTV-- 12 0.7+0.1 0.7+0.1 2.140.1

VSechny peptidy uvedené v tabulce jsou amidy C-konce.
PC-11 a

aminokyselinové zbytky ¥X; aZ X; a X7 aZ X5 mohou byt z PG-1

Protegriny

PC-13,

PC-17

ukazuji,

Ze
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deletovany, aniZ dojde ke stréaté inhibicni aktivity (tabulka
&. 17). Uréil se ulinek dvou intramolekulovych disulfidovych
vazeb PG-1 na inhibici Neisseria gonorrhoeae. Eliminace obou
disulfidovych vazeb (protegrin (C-8) redukuje 1inhibié&ni
U&inek na v8echny tetsované kmeny (tabulka ¢&. 17). Naopak
protegrin PC-10, kterému chybi cyss:cysisz disulfidova vazba
vykazuje zvySenou aktivitu proti kmentm F62, JS-1 a FAlL9.
Variant& PG-1, kterému chybi cyss:cysis disulfidovd wvazba (PC-
9), wvykazuje uplnou aktivitu proti kmenidm F62 a JS-1 a
vykazuje 3,8 nasobnou redukci aktivity proti kmenu FALS.
Zkracené 12-mérové varienty PG-1, které maji jednu
disulfidovou vazbu, také vykazuji silnou inhibiéni aktivitu
(protegriny PC-18, PC-64, PC-20 a PC-64a v tabulce ¢. 18).
Inhibi&ni aktivita protegrinovych variant se také urcila
v pripadé kmend citlivych na sérum FA628 (sac-1") a FA899
(sac-1"), které se odvodily z kmene FAlS9 rezistentniho na
sérum. PG-1 vykazuje podobnou aktivitu proti divokému typu
kmene FAl9 rezistentniho na sérum a na sérum citlivych kmenl
odvozenych od FA628 a FA899 (tabulka ¢. 18). Kmeny senzitivni
na sérum byly dvakridt aZ ctyfikrat citlivéjéi na PC-8
vesrovnani s kmenem, ktery Jje rezistentni na sérum. Varianty
PC~9 a PC-10, které maji jednu disulfidovou wvazbu vykazuji

silnou inhibiéni aktivitu.

Tabulka &. 18

U&inek protegrind proti kmenu Neisseria gonorrhoeae citlivému

na sérum.

Aminokyseliny minimalni inib. koncentrace (pug/ml)
protegrin n FAL19 FA628 FA899
PG-1 18 2,1+0,1 1,6x0,1 1,620,1
PC-8 18 420,8%24,2 150,9+14,0 }263,5%10,3
PC-9 18 11,2+1,8 4,0%0,1 3,9+10,2
PC-10 18 1,7+0,1 1,2+0,1 1,3%0,1
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ProtoZe zkrdceni ©LOS =zvySuje citlivost gonokokl na
antibakteridlni proteiny lidského PMN (Shafer, W.M. et al.,
1986, J Infect Dis 86:910-917), protegriny PG-1, PC-8, PC-9 a
PC1l0 se testovaly proti LOS mutantim FAS5101 WS1 kmeni
divokého typu FAl9 (tabulka ¢&. 19). Zkraceni LOS vede ke
zvySeni citlivosti N. gonorrhoeae na linearizovany protegrin
PC-8, ale ma& maly ulinek v ptripadé citlivosti na PG-1 nebo
PC-10.

Tabulka &. 19

U¢inek protegrint proti LOS mutanttm Neisseria gonorrhoeae.

Anminokyseliny minimdlni inib. koncentrace (pg/ml)
protegrin n FA19 FA5101 Ws1
PG~1 18 2,1%x0,1 1,5+0,2 1,4%0,2
PC-8 18 420,8+24,2 |23,1%9,3 29,7+12,8
PC-9 18 11,2+1,8 -2,7%0,4 2,6x0,7
PC-10 18 1,7+0,1 1,2%0,1 1,1£0,1

Pfiklad 13: Elektronovad mikroskopie Neisseria gonorrhoeae, na
néZ se aplikovaly protegriny

Urcil se uc¢inek aplikace 50 ug/ml PG-1 nebo zkraceného
derivatu PC~-17 na Neisseria gonorrhoeae. Transmise
elektronovou mikroskopii bakterii po 60 minutédch aplikace PG-
1 wvykazuje centrdlni vakuolaci a s membranou asociované
struktury s vysokou hustotou elektronu. Skenovani bakterii po
aplikaci Pg-1 nebo PC-17 elektronovou mikroskopii wvykazuje

léze na povrchu s primérem pribliZné 100nm.

P¥iklad 14: U&inek slin na antimikrobiadlni aktivitu
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Pouzil se radidlni difuzni test popsany v publikaci
Lehrer et al., 1991, J. Immunol. Meth. 137: 167 s vyjimkou,
Ze médium ve spodnim agaru obsahuje fosforecnanovy pufr v
koncentraci 10mM, pH6,5, 100mM NaCl, 1% TSB, 1% agardza.
Médium v prelité vrstvé obsahuje 10mM fosforednanovy pufr,
PH6,5, 100mM NaCl, 2x koncentrovany TSB a 1% agardézu. Peptidy
se fedily z 10x koncentrovaného =zasobniho roztoku v 0,01%
kyselin& octové (AA), bud 10mM acetadtového pufru pHS nebo se
slinami.

Vysledky se vykazuji jako minim&lni koncentrace pro
produkci detekovatelné zény vylefeni nebo MCZ, coZ Jje
extrapolovand hodnota k ose x, kdy koncentrace peptidu se
vynese proti hodnoté primé&ru zdény. Vysledky jsou uvedeny v
tabulce &.20.

Tabulka ¢. 20
U¢inek Fed&ni na MCZ (pg/ml) proti E.coli 004

sekvence acetatovy pufr sliny
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 0,48 1,14
RGGRLCYARGWIAFCVGR 4,16 38,30
RGGRLCYKRGWIKFCVGR 2,71 0,56
RGWGLCYCRPRFCVCVGR 0,39 12,6
RGGRLCYCRRRFCVCVGR* 0,59 1,450
LCYCRRRFCVCF 4,14 6,11
RLCYCRPRFCVCV 3,36 6,83
LCYCRGRFCVCVGR 2,37 5,68
RLCYCRPRFCVCVGR 1,60 6,86
RWRLCYCRPRFCVCV | 1,04 39,00
RGWRACYCRPRFCACVGR 0,71 1,84
GWRLCYCRPRFCVCVGR 0,86 47,50
RLCACRGRACVCV 13,70 9,76
WLCYCRRRFCVCV* 5,05 36,00
RLCYCRXRFCVCV (X=MeGly) 2,43 2,54
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RLCYCRPRFCVCVGR* 3,65 12,80
RGGGLCYCRPREFCVCVGR* 3,51 11,90
RRCYCRRRFCVCVGR 3,02 8,07

Peptidy oznacené (*) jsou kyselé formy; v3echny ostatni jsou

amidové formy.

Velké mnoZstvi testovanych peptidd vykazuje srovnatelnou

nebo dokonce zdokonalenou aktivitu v pfitomnosti slin.

Pfiklad 15: Antimikrobidlni aktivita protegrint

Nasledujici ptfiklad popisuje testy za uCelem mé¥eni
antimikrobialni aktivity, které se pouZivaji pfi testovéani
protegrin podle vyndlezu popsanych dale v textu. Nasledujici
¢inidla, =zasobni rozroky a kultury se pouZivaji v tetsech,

které nasleduji.

Mikroorganizmy:

Escherichia coli ML-35p a Enterococcus faecium
rezistentni na vankomycin (VRE) se ziskaly od Dr. Roberta
Lehrera (UCLA, Lehrer et al., 1988, J. Immunol. Mtehods
108:153) a Dr. Gary Schoolnik (Stanford), Pseudomonas
aurginosa (ATCC 9027), Candid a albicans (ATCC 1023) a
Staphylococcus aureus (ATCC 33591) se ziskaly =z instituce
Amarican Type Culture Collection, Rockwille, MD.

Mikroorganizmy z Jjinych zdrojG, Jjako Jsou napfiklad
klinické izolaty se mohou zaméfiovat s mikroorganizmy, které

se popisuji shora v textu.

Média a c¢inidla:

tryptikazovy sojovy agar (TSA; Becton-Dickinson,
Cockeysville, MD, BBL #4311768): rozpusti se 40 g v 11
deionizované vody, autoklavuje se pfi teploté 121°C po dobu

20 minut.
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tryptikéazova sojova pada (TSB; Becton-Dickinson,
Cockeysville, MD, BBL #4311768): rozpusti se 30g v 11 deion

izované vody, autoklavuje se pfi teploté& 121°C po dobu 20

minut a uchovdvad se pfi pokojové teploté.

2X  koncentrovana tryptikdzova sojova plda (2xTSB):
rozpusti se 60g v 11 deionizované vody, autoklavuje se pri
teploté 121°C po dobu 20 minut a uchovavd se p¥i pokojové

teploté.

Glycerol (20% o/o): smisi se 20 ml glycerolu s 80 ml

deionizované vody, filtruje se sterilizaci pf¥ws filtr s pory

o velikosti 0,20um a uchovavad se pFi teploté& mistnosti.

Monobazicky fosfore&nanovy pufr (100mM): rozpusti se
13,7 g monobazického fosfore¢nanu sodného (Fisher #S368-500)
v jednom litru deionizované vody. Sterilizuje se filtraci na
filtru s péry o velikosti 0,20 p a uchovadvd se pri teploté

mistnosti.

Dibazicky fosfore&nanovy pufr (100 mM): rozpusti se
14,29 dibazického fosforefnanu sodného (Fisher #S$374-500) v
11 deinoizované vody. Sterilizuje se filtraci na filtru s

péry o velikosti 0,45 p a uchovavd se pfi teplot& mistnosti.

FosforeCnanem pufrovny fyziologicky roztok (PBS; 10mM
fosforec¢nan, 100mM NaCl, pH7,4): smisi se 15 ml dibazického
fosforeCnanového pufru (100mM), 4ml NaCl (5M) a 176ml
deionizované vody. JestliZe Jje nezbytné upravi se pH,
sterilizuje se filtraci na filtru s péry o velikosti 0,45 u a

uchovavéd se pfi teploté& mistnosti.
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FosforeCnanovy pufr (100mM, pH6,5): smichd se 40ml
dibazického fosforecnanového pufru (100mM) 5 160 ml
monobazického fosfore&nanového pufru (100mM). JestliZe Jje

nezbytné upravi se pH, sterilizuje se filtraci na filtru s

péry o velikosti 0,45 p a uchovadvd se pfi teploté& mistnosti.

Kapalné testovacli médium (LTM): asepticky se smiché
nadsledujici sterilni <&inidla: 10ml fosofrecnanového pufru
(100mM, pH6,5), 1lml TSB, 2ml NaCl (5M) a 87ml deionizované

vody. Uchovava se pfi teploté& mistnosti.

Kyselina octovd (0,01% o/o): smisi se 10upl kyseliny

octové s 10 ml sterilni deionizované vody.

agardza: smisi se 1lg agardzy (Sigma #S6013) s 80ml
deionizované vody, autoklavuje se pfi teploté 121°C po dobu

20 minut.

Agardzové spodni médium: kombinuje se fosforelnanovy
pufr (100mM, ©pHS6,5), lml TSB, 2ml NaCl (5M) a Tml

deionizované vody s 80ml temperované (50°C) agardzy.

2xTSB agardézové horni médium: rozpusti se 60g TSB a 10g
agardézy v 11 deionizované vody, alikvét 100ml v jedné lahvi
se autoklavuje pri teploté 121°C po dobu 20 minut a skalduje

se pfi teploté mistnosti.

ptiprava Sikmych agard s mikroorganizmy: KaZdy kmen se
kultivoval na TSA. Izolované kolonie se pfrenesly na TSB (10ml
do sterilni Erlenmeyerovy lahve) za pouZiti sterilni klic&ky

na jedno pouZiti a inkubovaly se pfi teploté 37°C (bakterie)
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nebp 30°C kvasinky za stalého michani (200 RPM) po dobu 16 aZ
18 hodin. |

Kultury se nafedily 1:1 20% sterilnim glycerolem a
uchovavaly se jako alikvéty o objemu 1ml pf¥i teploté -80°C.
P¥i inokulaci se kapalina pfenesla z rozmrazené zkumavky za
pouZiti sterilni klicky a pak se rozetfela na povrch TSA
Sikmého agaru. Zkumavky se Sroubovacim uzdvérem se inkubovaly
pfes noc a skladovaly se p#i teploté& 4°C po dobu aZ jeden

mésic.

P¥iprava inokula:

1. Ze zkumavky se odstranila zatka a sterilni klicka se
lehce dotkla silné& porostlé oblasti TSA Sikmého
agaru.

2. Inokulovalo se 10ml TSB (v 50ml lahvi) a inkubovalal
se za stadlého michani ve vodni l4zni po dobu 18 hodin
(pfes noc) p¥i teplotd 37°C (bakterie) nebo 30°C
(kvasinky) p¥i 200 ot/min.

3. V kyvet& se natedilo 50ul celono¢ni kultury 1:20 s
TSB a méF¥ila se absorbance pifi vlnové délce 600nm
(Rsoo) za pouZiti TSB. Ago Fedéné kultury by mélo byt
0,1 az 0,4.

4. V Erlenmayerovych lahvich o objemu 250ml se naredilo
50ul celonoéni kultury 1:1000 s TSB (bakterie) nebo
1:100 s TSB (kvasinky).

5. Kultura se inkubuje ve vodni lédzni za stédlého michéni
pfi teploté& 37°C (bakterie) nebo 30°C (kvasinky) pfi
200 ot/min. po dobu p#ibliZné 2 aZ 3 hodiny aZ se
dosahne logaritmické faze, to Je aZ hodnota Aswp
kultury je mezi 0,200 a 0,400 bez dal5iho fedéni.

6. 25ml kultury v logaritmické fazi se pfenese do
sterilni centrifugac¢ni zkumavky a centrifugace pfil

2000 ot/min a pFi teploté 4°C po dobu 10 minut.
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Supernatant se vylije a pfidd se 25ml sterilniho PBS
a pelet se resuspenduje na vortexu.

7. Centrifugace suspenze pfi 2000 ot/min a pfi teploté
4°C po dobu 10 minut. Supernatant se vylije a pelet
se resuspenduje v 5ml sterilniho PBS.

8. MEfi se RAso neredéné suspenze. JestliZe hodnota
absorbance je okolo 0,5, ©pak se suspenze Fedi
sterilnim PBS aZ absorbance dosahne hodnoty mezi 0,1
a 0,5.

9. Stanoveni podtu Jjednotek tvoficich kolonie na
mililitr suspenze (CFU/ml) se provedlo ptfipravenim
10-ti nésobného sériového Ffedéni ve fyziologickém
roztoku (0,87%) a nanesenim 100 upl 10*-, 10°- a 10°-
fedéni na plotny s TSA, vidy jedno fedéni na jednu
plotnu. Plotny se inkubovaly pfes noc, zpodital se
poCet kolonii a uréil se polet CFU na jeden mililitr
(pfesné stanoveni vyZaduje ©p¥ibliZn& 30 aZ 300
kolonii na plotnu).

V ptipadé uvedenych kmend podet CFU na mililitr

suspenze, kterd ma hodnotu Asn=0,2, je uvedeny v tabulce niZe

v textu:

CFU/ml suspenze (RAg0=0,2)

kmen CFU/ml

E.coli 8,0 x 10’
P. aeuruginosa 7,8 x 107
MRSA 2,0 x 107
VRE 3,8 x 10’
C. albicans 9,7 x 10°

Pfiprava zasobnich roztokl peptidu
1. PfibliZné& 1 mg kaZdého testovaného peptidu se

navaZilo do cryo-zkumavky (1,8ml). Ptidalo se
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dostatek kyseliny octové (0,01%), aby se ptipravil
zasobni roztok, ktery m& koncentraci 1280ug/ml.
Zasobni roztok se rozdélil do nékolika zkumavek,
100ul na Jjednu =zkumavku a alikvéty se uchovavaly

pevné uzavteny pfi teploté -80°C.

Radidlni difuzni test (MCZ)

MCZ test se pouZil ke stanoveni citlivosti
mikroorganizmit k rlznym antimikrobidlnim 1latkdm za pouZiti
minimadlniho mnoZstvi testovanych materiald. Bunky se
kultivovaly pt¥ibliZné do dosaZeni mid-logaritmické féaze a
resuspendovaly se v pufrované agardze s minimdlnim mnoZstvi
nutrienti. Za wUcCelem zabréanit elektrostatickym interakcim
mezi antimikrobidlnimi peptidy a polyaniontovymi komponenty
standardniho agaru se v tomto gelu pouZila agardza (ne agar).
Peptidy radidlné pronikaji difuzi z malych prohlubni do gelu
a primér zdény inhibice rlstu je umérny koncentraci peptidu v
roztoku (Lehrer et al., J. Immunol. Methods 108:153; Lehrer
et al., 1991, J. Immunol. Methods 137:167).

Priprava ploten na MCZ test

1. Pro kaZdou petriho misky, kterd se ma& nalit, se
pfipravi do polypropylénové zkumavky (15ml) 10ml
temperovaného (50°C) agarbzového spodniho média.
Prida se 4x10° CFU, dobfe se trikrat promyché.
Bezprostfedné se roztdtd agardza nalije na petriho
misku.

2. Po té co agardza ztuhne pouZije se sterilni kanyla k
vytvofeni 16 prohlubni v agardze (pramér 3mm) (4x4).
Agardbzové zatky se odstrani pasterovou pipetou ado
lahve, kterd mé& postrani rameno pripojeno na vakuum.

3. Ze zasobniho roztoku peptidu se pfipravi dvoundsobné

fedéni (od 128 pg/ml do 0,06 pg/ml) za pouZiti
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kyseliny oétové (0,01%) jako tedidla nebo v pfipadg,
e koncentrace peptidu jsou niZ&i neZ 50ug/ml pouZije
se Jjako Fedidlo acetat sodny (10mM pHS), ktery

obsahuje albumin lidského séra (HAS; 0,1% m/o).

4, 5ul kaZdého sérového Fedéni se prenese do agardzové
jamky.
5. Samotné Fedidlo se pouZitje jako negativni kontrola a

protegrin-1 (U.S. patent &. 5,464,823; v koncentraci

32ug/ml, 8upg/ml a 2ug/ml) se nanese do Jjamek jako
pozitivni kontrola.

6. Plotny se inkubiji p#i teploté 37°C (bakterie) nebo
30°C (kvasinky) po dobu 3 hodin.

7. Na povrch kaZdé plotny se nalije 2xTSB agardzového
horniho média (10ml) a agar se necha ztuhnout a
plotny se inkubuji dnem vzhGru p#i teploté 37°C
(bakterie) nebo 30°C (kvasinky) po dobu 16 aZ 18
hodin.

8. Plotny se prohlédnou a zmé&fi se (v mm) pramé&r zony
inhibice ristu {oblast vyCefeni okolo kazdé
prohlubné) .

9. Do grafu se vynese zdéna inhibice ristu na osu Y a
koncentrace peptidu v prohlubni (osa X) a za pouZiti
linedrni regresni analyzy se ziskd ¢ara nejvhodnéjsi
koncentrace. Usek na ose x, ktery vymezuje pifimka
nejvhodné&jsi koncentrace, Je minimdlni koncentrace
pro zé4nu inhibice ristu (MCZ) pro kaZdou koncentraci

peptidu.

Test ¥edéni m&kropﬁdy

Metoda fedé&ni mikropady akomoduje velky pocet vzorkl a
ve srovnhani s MCZ testem je pfistupnéjsi automatizaci a
analyza dat je p¥imd a Jjednoduchd. Klicovym krokem v tomto

testu je kombinovani mikroorganizml a peptidu v definovanem
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systému pufru s minimem nutrient®, ktery minimalizuje
interferenci biologické aktivity peptidu. Navic p#itomnost
0,1% (m/o) albuminu 1lidského séra (HSA) nebo albuminu
boviniho séra (BSA) v Fedidle peptidu minimalizuje adsorpci

peptidu na povrch nadoby.

Pf¥iprava ploten pro MCB test

1. Do kaZdé prohlubné sterilni mikrotitracni desticky se
pfenese 100pul bunék v mid-logaritmické fazi v LTM
(MCB-5 je 4x10°> CFU/ml; MCB-3 je 4x10° CFU/ml).

2. Ze zasobniho roztoku peptidu se pEipravi sériové
dvounadsobné fedéni (od koncentrace 1280 ug/ml do
0,625 pg/ml) za pouZiti kyseliny octové (0,01%) jako
fedidla nebo v pFipadé, Ze koncentrace peptidu Jje
niz3i neZ 50ug/ml se pouZije Jako Fedidlo acetéat
sodny (10mM, pHS), ktery obsahuje HAS nebo BSA (0,1%
m/o) .

3. Do tfech prohlubni mikrotitracnich destilek se nanese
alikvét (11pl) kaZdého sériového dvounasobného
fedéni.

4. DesticCky se inkubuiji pfi teploté& 37°C (bakterie) nebo
30°C (kvasinky) po dobu 3 hodin.

5. Do kaZdé prohlubné se pridéd 100ul 2x koncentrovaného
TSB, promychd se a smés se inkubuje pfi teploté& 37°C
(bakterie) nebo 30°C (kvasinky) po dalich 16 aZ 18
hodin.

6. DestiCky se prohlédnou a v kaZdé prohlubni se
vyhodnoti turbidita (rist bunék). Kmen MRSA cCasto
tvo¥i pelet a usedd na dno prohlubné. MRSA se miZe
hodnotit umisténim mikrotitradni destiky na oporu a
dno prohlubni se hodnoti za ©pouZiti naklonéného

zrcadla.
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7. Minimadlni koncentrace v médiu pro inhibici rlstu
(MCB) se definuje jako nejniZ$i koncentrace peptidu,
kterd inhibuje v3echen viditelny rist. JestliZe se
MCB hodnoty u t¥ech stejnych vzorkll 1idi, vysledna
hodnota MCB se ziska zprUimérizovanim vysledkd tEi
vzorkl.

8. Minim&lni koncentrace peptidu vykazujici nejméné
99,9% biocidni aktivity (nejméné 3 log zvySeni z
podateéniho inokula) se uri inkubaci 50ul alikvétu z
ka?dé prohlubné na TSA plotné po dobu 24 hodin pfi
teplot& 37°C (bakterie) nebo 30°C (kvasinky) (v
pr¥ipadé naneseni na plotnu 1,5ml TSA v kaide
prohlubni desti¢ky se 24 prohlubnéma minimalizuje

k¥iZovou kontaminaci).

Modifikovany NCCLS test minim&lni inhibiéni koncentrace (MIC)
Instituce National Committee of Clinical Standards
(NCCLS) vyZaduje, aby se testované latky pfipravovaly Jako

zadsobni roztoky v  Mueller-Hiltonové pudé {(“MHB") v

koncentraci 512 pug/ml. Za&sobni roztoky se sériové fedi
(dvojnasobné red&ni) v médiu a kazZdé sériové fedéni pfidané v
poméru 1:1 do média, které obsahuje 1x10° CFU/ml bakterie
(National Committee on Clinical Laboratory Standards,
December 1994, “Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing,” NCCLS Document M100-S5 Vol. 14, No.
16; Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Test
for Bacteria that Grow Rerobically, 3d Ed., Approved Standard
M7-A3, National Comettee for Clinical Standards, Villanova,
PA) .

Zjistilo se, Ze peptidy podle vynélezu precipituji v MHB
pfi koncentraci vy33i neZ 128 ug/ml. JestliZe se bude

postupovat podle protokolu NCCLS, vysledkem bude sériove
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dvoundsobné Fred&ni, které obsahuje méné peptidu, neZ se
vypo&italo, coZ vede k vysoké hodnoté MIC.

K ptekonani tohoto problému je nésledujici modifikovany
NCCLS test preferovanou metodou pro stanoveni MIC peptidh
podle vynadlezu. P¥i této metodé se precipitaci ptedejde,
jestliZe se pfipravi koncentrované (10x) =zasobni roztoky
testovaného peptidu v pufru, ktery Jje vhodny pro peptid a
ktery nevykazuje neZadouci ulinky na mikroorganizmy (0,01%
o/0 kyseliny octové, 0,1% m/o HAS) a Fedéni zésobniho roztoku

1:10 v MHB, ktery obsahuje mikroorganizmy.

Priprava ploten pro MIC test

1. Pripravi se celono¢ni Cerstvd kultura testovaciho
organizmu v Meuller-Hintonové pudé (MHB; Becton-
Dickinson, Cockysville, MD, BB2#11443).

2. Kultura se nafedila pfribli#n& nakoncentraci 4x10°
CFU/ml &erstvym MHB a do kaZdé prohlubné sterilni
mikrotitraédni destidky s 96 prohlubnémi se pfenesly
alikvéty o objemu 100 pl.

3. Ze =zasobniho roztoku peptidu se ptfipravila sériova
dvojnasobnd fedéni (od 1280 pg/ml do 0,625 pg/ml),
kde se pouZije jako Fedidlo kyselina octova (0,01%)
nebo JjestliZe 3Jjsou koncentrace peptidd niZ3i nezZ
50ug/ml, pak se Jjako Fedidlo pouZije acetat sodny
(10mM pH5), ktery obsahuej albumin 1lidského séra
(HsA); 0,1% m/o).

4. Do t¥ech prohlubni mikrotitra&nich destilek se nanese
alikvét (11pl) kaZdého sériového dvounasobného
Fedéni.

5. Destidky se inkubuji pf¥i teplot& 37°C (bakterie) nebo
30°C (kvasinky) po dobu 3 hodin.
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6. Do ka?dé prohlubné& se prida 100ul 2x koncentrovaného
TSB, promycha se a sm&s se inkubuje pfi teploté& 37°C
(bakterie) nebo 30°C (kvasinky) po dalSich 16 aZ 18
hodin.

7. Desticky se prohlédnou a Vv ka?dé prohlubni se
vyhodnoti turbidita (rist bun&k). Kmen MRSA <casto
tvori pelet a usedd na dno prohlubn&. MRSA se muZe
hodnotit umist&nim mikrotitraéni desticky na oporu a
dno prohlubni se hodnoti za pouZiti naklonéného
zrcadla.

8. Minimalni koncentrace v médiu pro inhibici rtstu
(MCB) se definuje jako nejniZ$i koncentrace peptidu,
ktera inhibuje v3echen viditelny riist. JestliZe se
MCB hodnoty u tfech stejnych vzork 1i3i, vysledna
hodnota MCB se ziskad zprumérizovanim vysledkl tfi
vzorkQ.

9. Minimalni koncentrace peptidu vykazujici nejméné
99,9% biocidni aktivity (nejméné 3 log zvySeni z
podate&niho inokula) se urci inkubaci 50pl alikvdtu z
ka?dé prohlubné na TSA plotné po dobu 24 hodin pfi
teploté& 37°C (bakterie) nebo 30°C (kvasinky) (v
ptripadé naneseni na plotnu 1,5ml TSA v kaZdé
prohlubni desticky se 24 prohlubnéma minimalizuje

k¥iZovou kontaminaci).

Kineticky baktericidni test
Nasledujici test se pouZivé pfi stanoveni rychlosti, pEi
které peptid usmrcuje cilovy organizmus a z&arovén umoZiuje

stanovit, zda je peptid baktericidni nebo bakteriostaticky.

Test
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Do kaZdé prohlubn& mikrotitraéni desticky s 96

prohlubnémi se ptenese 200ul bunék v logaritmické
fazi v LTM (4x10° CFU/ml).

.V &ase T=0 minut se pFfidd do prohlubné Al 22 ul
peptidu o koncentraci 1280 pg/ml a smés se trikréat
promycha.

Polka se 30 vtefin a do prohlubné A2 se pfida 22ul
druhé tZikrat

promyché.

koncentrace peptidu a opét se se
Postup se opakuje peptid se pfidava v intervalu 30
vterin aZ se pridaly vsechny koncentrace peptidu. V
typickém pripadé& &tyfnasobné sériové Ffedéni zadsobniho
roztoku (to je 1280, 320, 80, 20 a 5 pg/ml peptidu
fedéného v pomé&ru 1:10 do kaZdé prohlubné) poskytuje
dobte srovnatelné k#ivky usmrceni. Do jedné prohlubné

se pridad 22 ul 0,01% kyseliny octové, kterd slouZi
jako kontrola.

. V ¢ase T=15 minut prohlubeil Al se t¥ikréat promycha a
20ul
(100mm x 15mm) .

Rychle se p¥idéd 20ml temperovaneho (50°C) TSA a lehce

se prenese do sterilni prazdné petriho misky

se promyché.

Opakuji se kroky 5 aZi 6, aZ se na plotny nanesou
v3echny koncentrace.

. V ptipad& kontrolni prohlubné se vzorek natredi 1:100

s LTM a na plotnu se nanese 50ul Fedéni, aby se
dosahlo pfesného stanoveni CEU.

Po té, co dodlo ke stuhnuti agaru, plotny se
inkubovaly p#i teplot& 37°C (bakterie) nebo 30°C
(kvasinky) po dobu 18 aZ 24 hodin.
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10. 9
peptidu a kontrolnich vzorkl v Casech T=30,
240 minut.

11.

pro vSechny koncentrace
60, 120 a

Kroky 5 aZ se opakuji

Pro kaZdou plotnu se spodital po&et CFU na plotnu a
se odhadla

Z4 Ufelem stanoveni u&inku pouZiti tohoto testu

pro kaZdou koncentraci peptidu redukce

CFU.
peptid musi redukovat CFU nejméné& jeden log (to je
nejméné 800 CFU na plotnu). A¢koli tato <&isla Jsou

vy531i ne? doporudend (30 aZ 300 CFU/plotnu) zmény v

logaritmickém mé&¥itku v obnovitelnych CFU indikuije
podstatnou bakteriocidni ucinnost.
12.

vynesly do grafu logaritmy

7a Ucelem ziskani srovnadvacich k¥ivek usmrceni se

zanedbatelného mnoZstvi

organizmfi, které pfeZily proti koncentraci peptidu.

~

Tabulka ¢. antimikrobialni aktivitu £fady

latek podle vynélezu

21 ukazuje
proti ruznym cilovym organizmum za

pouZiti MCB-3 testu popsaného shora v textu (to je pti 10°

CFU). Vysledky se uvadéji jako "“minimalni koncentrace pro
inhibici rastu v pudé” (MCB) , které Jsou nejnizsi
koncentrace, jenZ nevedou k viditelné turbidité. “"Minimdlni

baktericidni koncentrace” (MBC) na TSA je ekvivalentni k MCB.

Jednotkami koncentrace jsou pg/ml. Jak je uvedeno v tabulce

&. 21v peptidovém fFet&zci se mohou provést rlzné substituce

za U&elem optimalizovat spektrum antimikrobidlni aktivity.

Hvézdidka na C-konci indikuje, Ze peptid je ve formé& volné

kyseliny; jinak se v testu pouZivala amidova forma.
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Hodnoceni antimikrobidlnich peptidd v MCB-3
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sekvence MRSA Psa VREF Candida E.coli
RGGRLCYCRRRFCVCVGR* 1.5 0.11 1.2 0.6
RGGGLCYCRRRFCVCVGR* 3.29 0.4
RGGGLCYCRRGFCVCFGR 1.93 0.14 1.62
RGGGLCYCRRPFCVCVGR 3.1 0.06 7.69 0.15
RGGGLCYCRPRFCVCVGR* 17.7 3.51
RGGRLCYCRXRFCVCVGR* (X=MeGly) 5.33 2 1
RGGRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 4 1.67 0.83

RGGLCYCRGRFCVCVGR 10.6 0.83

RGGRLCYCXGRFCVCVGR (X=Cit)

XGGRLCYCRGRFCVCVGR (X=Cit)

RGGRVCYCRGRFCVCVGR 8 1

RGGRVCYCRGRFCVCVGR*

RGGGLCYCFPKFCVCVGR 3.48 1.2 15.96
RGWGLCYCRPRFCVCVGR 1.55 0.27 0.09 5.68 0.1
RGWRLCYCRXRFCVCVGR* (X=MeGly) 26.7 10.6

RGWRLCYCRGRFCVCVGR 5.3 0.5

RGWRLCYCXPRFCVCVGR (X=Cit)

RWRLCYCRPRFCVCVGR 4.7 3.3 1.7
RGWRLCYCRPRFCVCVGR 4.7 5.3 6.1
RGWRACYCRPRFCACVGR 4.7 1.3 2 4.7 0.34

GWRLCYCRPRFCVCVGR 4.7 4 2.7 0.86

RWRLCYCKGKFCVCVGR
RGWRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly)

GGWRLCYCRGRFCVCVGR 16 9.3

RGGWLCYCRGRFCVCVGR 32 5.3

RLLRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 4 3.3

RLLRACYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 10.6 3

RLLRLCYCRRRFCVCVGR

RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha) 6.7 2.3

RGGRLCYCRXRZCVCWGR (X=MeGly)

(Z=Cha)
RGGRWCVCRXRZCYCVGR (X=MeGly)
(Z=Cha)

RGLRXCYCRGRFCVCVGR* (X=Cha) 16 8

RGGRWCVCRGRXCYCVGR (X=Cha)

RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal)
LCYCRRRFCVCY 16 4 4 5.9 1.9
LCYCRRRFCVCV* 32 8 '
LCYCRPCFCVCV 64 5.3 3.33 >64
LCYCRRRFCVCF 4 2 2 3
LCACRRRACVCY >64 13.3
LCYCRXRFCVCV (X=D-Arg) 4 2 1.32 5.72 1.18
LCWCRRRFCVCV 5.3 2 4 8.91 0.76
WCYCRRRFCVCV 5.3 2.7 2 4.7 2.3
LCYCRRRXCVCV (X=hPhe) 8(64) 6.7 2.7
LCYCRRRXCVCV (X=Phe(4-Cl)) - 4 2 1.3

XCYCRRRFCVCV (X=Cha)
LCYCRRRFCXCV (X=D~His)




LCYCRRRXCVCV (X=MeGly)
LCYCRRRXCVCV (X=MePhe)

LCYCRRRFCXCV (X=MeVal)
LCXCRRRXCVCV (X=Cha)

LCGCRRRGCVCV
LCACRGRACVCV
RLCYCRRRFCVCV
- RACYCRPRFCACV
RLCYCRPRFCVCF
RLCYCRPRFCVCY
KLCYCKPKFCVCV
RLCACRGRACVCY
RLCYCRXRFCVCV (X=MeGly)
RXCFCRPRFCVCV (X=Cha)
RWCFCRPRFCVCV
WLCYCRRRFCVCYV
WLCFCRRRFCVCYV
FLCFCRRRFCVCV
WLCFCRRRXCVCV (X=MePhe)
WLCYCRRRFCVCV*
RLCYCRRRFCVCV*
WYCYCRRRFCVCV*
WXCYCRRRFCVCV* (X=Cha)

RXCFCRGRZCVCV (X=Cha)
(2=MePhe)

XLCFCRRRZCVCV (X=Cha)
(Z=MePhe)

RLCYCRPRFCVCVGR
RLCYCRPRFCVCVGR
RLCYCRPRFCVCVGR*
WLCYCRRRFCVCVGR*
WXCYCRRRFCVCVGR* (X=Cha)
RLCYCRGPFCVCR
RRWCFVCYAGFCYRCR
RGGRLCYCRRRFCVC

RRCYCRRRFCVCVGR

RRCYCRGRFCGCVGR
RWRCYCGRRFCGCVGR
RARCYCGRRFCGCVGR
GWRCYCRGRFCGC

RGWACYCRGRFCVC
RRCYGRRRFGVCVGR
RGWRLCYGRGRFXVC
RGWRLCYCRGRFCVC
CYCRRRFCVCF
CYCRRRFCVCVGR
RGWRLCYCRXRFCVC (X=MeGly)
RGWRGCYCRXRFCGC (X=MeGly)
LCYCRRRFCVCVGR
LCYCRPRFCVCVGR
LCYCKPKFCVCVGK
LCYCRGRFCVCVGR

2.67
>64

>64
18.7

>32
>32

>64

5.3
16
>32
5.3
2.67
3.3
5.3

16.6
64
>32

>64
(32)

53.3
>64

>64

13.3
64

2.67 1.33
10.7
13.3  42.7
16 8
>16
6.7 21.3
4
2.7
2.7 2
2 2.67
2.7 10.7
2 2
2.67 0.83
2 2
1.3
4 2
1.67 2
0.1
0.7 1.3
2.7 2
1.1
8 4
1.6 2.7
1.3 2
4 3.33
2 21.3
10.7
2 5.8
4
2
2 2
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LCYCRPRFCVCVGRGR 8 2 o
RRWCYCRPRFCVCVR 2.87 0.18 2.98
WRLCYCRPRFCVCVGR 5.3 4 5
GWLCYCRGRFCVCVGR 21 16
RWLCYCRGRFCVCVGR 16 5.3
RLLCYCRGRFCVCVGR 6.6 1.3
RWRLCYCRPRFCVCV 8 4 5
RXRLCYCRZRFCVCV (X=Cha) 16 5.3
(Z=MeGly)
RGWRLCYCRGRXCVCV (X=Cha) 32 13.3
RGGRVCYCRGRECVCV 8 2
RGGRVCYCRGRFCVCV* 64 1
LCYCRXRFCVCV (X=D-Ala) 32 9.3 3.33 >64
LCYCKPKFCVCV 64 3 6.7 >64
VCYCRPRFCVCV 26.7 5.2 5.26
LCYCRPRFCVCH 53.3 42.3
LCYRRPRFRVCV >64 4 16 >64
RGWRLCYCRGRXCVCV* (X=Cha) 532 >16
RYRLCYCRZRFCVCV* (X=Cha) >32 21
(Z=MeGly)
RXRLCYCRGRFCVCYV (X=Cha)
RGGGLCYARGWIAFCVGR 2.1  0.59 32.6 0.81
RGGGLCYARGFIAVCFGR 19 14 65.8 3.27
RGGGLCYARPRFAVCVGR
RGGGLCYTRPRFTVCVGR g.7  0.07 5128 1.53
RGGGLCYARKGFAVCVGR >128 0.01 >128 2.65
RGGRLCYARRRFAVCVGR* 0.05 1.6 0.4
RGGRLCYARRRFAVCVGR 0.01 3 0.08
RGGGLCYKRGFIKVCFGR 17 0.19 7.73 3.27
RGGGLCYKRGWIKFCVGR 2.07 0.15 2.72 3.56
RGGGLCYRLPKFRVCVGR 34.77 0.22 15.09 0.56
RGGGLCYRLPGFRVCVGR 30.76 0.53 31.4 8.95
RGWRGCYKRGRFKGCVGR >64 9.3
RGWRGCYKRGRFKGCVGR* >32 g*
LCYARRRFAVCYV >64 2 10.7
LCYTRRRFTVCV >64 4 16
LCYKRGRFKVCV
ICYRPRFVCVGR >128 6.9 >128 10.78

* oznaduje formu volné kyseliny; viechny dald3i Jjsou
amidové formy. MRSA je kmen S.aureus rezistentni na ntyciling
Psa Jje p.aeruginosa; VREF je kmen E.faecium rezistentni na
vankomycin

Tabulky 22 aZ shora

kinetickém baktericidnim testu

25 ukazuji aktivitu ve popsaném
Vysledkem Jjsou logaritmické
redukce CFU pro razné peptidy podle vynalezu proti MRSA,

Pseudomonas aeruginosa a endogenni flofe ve slinéch.




Tabulka &. 22

SniZeni CFU MRSA
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(ATCC 33591)

po plsobeni peptidu

po dobu 15 minut v LIM médiu pfi teploté& 37°C

sekvence Log redukce CFU
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 2,44
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 1,83
RGGRLCYCRRRFAVCVGR* 0,29
RWRLCYCRRRFCVCV 1,41
RGWRLCYCRRRFCVCVGR 2,06
GWRLCYCRRRFCVCVGR >3,19
XCYCRRRFCVCV (X=Cha) 1,32
LCXCRRRXCVCVGR (X=Cha) >3,19
RLCYCRRRFCVCV* <0, 90
RXRLCYCRZRFCVCV (X=Cha) 1,13
(Z=MeGly)

RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha) 2,48

RWLCYCRGRFCVCVGR
GGWRLCYCRGRFCVCVGR 1,58
RLLRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 2,47
RGGRLCYCRGRFCVCVGR* 1,66
RXRLCYCRZRFCVCWGR (X=Cha) <0, 90
(Z=MeGly) 1,38

RGWRLCYCRGRFCVCVGR
WLCYCRRRFCVCV 2,12
RLLRLCYCRRRFCVCVGR 3,16
RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal) 2,16
<0, 90

* Peptidy oznacené
ostatni formy jsou
Polatedni inokulum

Tabulka &. 23

hvézdickou jsou kyselinové formy; vSechny

amidy.

je pribliZné& 4x10° CFU/ml

(2 pg/ml)
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Log redukce CFU u Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) po 15

minutdch plsobeni peptidu (4 pg/ml) v LTM médiu p¥i teploté
37°C.

sekvence Log redukce CEU
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 3,19
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 3,65
RGWGLCYCRPRFCVCVGR <1,2
RGGGLCYCRPRETVCVGR 2,15
RGGRLCYCRRRFCVCVGR* 3,98
XCYCRRRFCVCV (X=Cha) 2,81
RLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) <0,5
RLCYCRRRFCVCVGR* 3,29
RXCFCRPRFCVCV (X=Cha) 1,78
RLCYCRRRECVCV* 3,52
RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha) 2,87
RGGLCYCRGRFCVCVGR 3,61
RLLRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 2,70
RLLRACYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 2,71
RGGRLCYCRGRFCVCVGR* 2,66
RGWRLCYCRGRFCVCVGR 2,54
RGGRVCYCRGRFCVCVGR 2,37
RGGRVCYCRGREFCVCV 2,18
RGGRVCYCRGRECVCV* 1,55
WLCYCRGRFCVCVGR 1,27

* Peptidy oznacené hvézdickou jsou kyselinové formy; v3echny
ostatni formy jsou amidy.
Potatelni inokulum je p¥ibliZné& 4x10’ CFU/ml

Tabulka ¢&. 24

Log redukce CFU u Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) po 15

minutidch pusobeni peptidu (0,12 ung/ml) v LTM médiu pfi
teploté 37°C.

sekvence 15 min 120 min

RGGRLCYCRRRFCVCVGR 3,48 3,68
RGWGLCYCRPRFCVCVGR 3,48 3,68
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RGGGLCYTRPRFTVCVGR
RGGGLCYARKGFAVCVGR
GWRLCYCRPRFCVCVGR
RGGRLCYCRRRFCVC
LCYCRRRECVCV

0,75
1,20
2,70
2,25
1,35

3,68
3,68
2,21
>3,73
2,13

Polatedni inokulum je pribliZ¥né& 4x10° CFU/ml

Tabulka &. 25

Log redukce CFU endogenni flory ve slindch po 15 minutéach
pUsobeni peptidu (320 pg/ml) p¥i teploté 37°C.

sekvence Log redukce CFU
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 1,80
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 2,04
RGGGLCYKRGWIKFCVGR 1,09
RGWGLCYCRPRFCVCVGR 0,53
RLCYCRPRFCVCVGR 0,53
RGGGLCYTRPREFTVCVGR 1,05
RGGRLCYCRRRFCVCVGR* 1,25
LCYCRGRFCVCVGR 1,02
RWRLCYCRPREFCVCV 0,22
RGWRLCYCRPRFCVCVGR 0,38
RGWRACYCRPRFCACVGR 0,28
GWRLCYCRPRFCVCVGR 0,26
XCYCRRRFCVCV (X=Cha) 0,25
WLCYCRRRFCVCV* 0,16
RLCYCRXRFCVCV (X=MeGly) 3,43
RLCYCRPRFCVCVGR* 0,66
RGGGLCYCRPRFCVCVGR* 1,51
RXCFCRPRFCVCV (X=Cha) 0,71
RWCFCRPRFCVCV 0,52
LCXCRRRXCVCV (X=Cha) 0,23
RGGRLCYCRRRFCVC 0,86
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LCYTRRRFTVCV 0,64
RRCYCRRRFCVCVGR 0,98
RLCYTRRRFCVCV* 0,21
RXRLCYCRZRFCVCV (X=Cha) <0, 6
(X=MeGly)

RGWRLCYCRGRXCVCV (X=Cha) <0,6
RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha) 1,65
RGWRGCYKRGRFKGCVGR <0,97
RGWRGCYCRXRFCGC (X=MeGly) <0,6
RGGLCYCRGRFCVCVGR 2,52
RLLRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 0,65
RLLRACYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 2,11
RGGRLCYCRGRFCVCVGR* 2,16
RGWRLCYCRGRFCVCVGR 1,89
RGGRLCYCRGRFCVCVGR 2,53
RGGRVCYCRGRFCVCVGR 2,37
RGGRVCYCRGRFCVCV 2,07
RGGRVCYCRGREFCVCV™* <0,97

WLCYCRRRFCVCV 1,87

* Peptidy oznacdené hvézdidkou jsou kyselinové formy; vSechny

ostatni formy jsou amidy.

Podatedni inokulum je pFibliZné 4x10’ CFU/ml slin. Peptidy

(3200 pg/ml) se rozpusti v 0,01% kyseliné octové a ke sliném
se pridéd 1/10 objemu.

Kinetické experimenty také probihaiji za pouzZiti

Haemophilus influenze (ATCC 49247), které zpravidla nerostou
na TSA, ale p¥eZiji nékolik hodin v LTM.

Na bufiky v logaritmické fazi (4,5x10°°CFU/ml v LIM) se
aplikoval peptid a pak se nanesly na plotny s <Zokoladovym
agarem za UCelem zjistit pocet viditelnyvh CFU. VSechny

peptidy (kyselinové a a midové formy

RGGRLCYCRRRFCVCVGR a amidova forma RGGLCYCRGRFCVCVGR) byly

testované

bakteriocidni proti H.influenzae. V Case 240 min se
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nepozoroval opétny rust, Jjako v predchozim pripadé u
P.aeruginosa.
Shora popsany test se uskutednil za pouZiti H. pylori

jako cilového organizmu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce &.
26.

Tabulka &. 26

U&inek peptidu (32 pg/ml) na CFU Helicobacter pylori (ATCC
33591) v LTM po 15 minutédch plsobeni

sekvence Log redukce CFU
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 2.90
RGWGLCYCRPRFCVCVGR 3.43
RLCYCRPRFCVCVGR 1.34
RGGGLCYTRPRFTVCVGR <1.12
RGGGLCYARKGFAVCVGR <1.2
RGGRLCYCRRRFCVCVGR* ~3.00
LCYCRGRFCVCVGR <1.12
RGWRACYCRPRFCACVGR <1.6
XCYCRRRFCVCV (X=Cha) <1.70
WLCYCRRRFCVCV* <1.6
RLCYCRXRFCVCY (X=MeGly) 1.57
RLCYCRPRFCVCVGR* <1.6
RXCFCRPRFCVCV (X=Cha) >4.66
RGGRLCYCRRRFCVC <1.2
LCYTRRRETVCY <1.28
RLCYCRRRFCVCV* <1.2
RXRLCYCRZRFCVCV (X=Cha) 1.97
(Z=MeGly)
RGWRLCYCRGRXCVCV (X=Cha) <1.47
RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha) 3.22
RGGLCYCRGRFCVCVGR 1.57
RLLRLCYCRXRFCVCVGR  (X=MeGly) 2.10
RLLRACYCRXRFCVCVGR  (X=MeGly) 1.42
RGGRLCYCRGRFCVCVGR* . 2.40
RGLRXCYCRGRFCVCVGR* (X=Cha) <1.47
RGWRLCYCRGRFCVCVGR >3.57

RGGRVCYCRGRFCVCV* <1.47
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WLCYCRRRFCVCV 3.36
WLCFCRRRFCVCV 1.97

. FLCFCRRRFCVCV 1.99
WYCYCRRRFCVCV <1.6
WXCYCRRRFCVCV (X=Cha) <l.6
WLCYCRRRFCVCVGR <1.67
WXCYCRRRFCVCVGR (X=Cha) <1.67
RLLRLCYCRRRFCVCVGR <1.67
RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal) <1.67

PoZateéni inokulum je pfibliZné& 4x10°°CFU/ml.
Peptidy oznaCené hvézdickou Jjsou kyselinové formy;

vSechny

ostatnl jsou amidové formy.

Pouzivaji se

minimalni inhibidéni koncentrace

také modifikované

NCCLS testy, pficemZ

(Lg/ml) se uvadi v tabulkéch

&. 28 a 29. Peptidy se pfipravovaly v 0,01% kyseliny octové v
pritomnosti nebo bez (+HAS) nebo bez (-HAS) albuminu lidského
séra v koncentraci 0,1%. Tabulka ¢&. 28 ukazuje vysledky

ruznych peptidt,
29

lidského séra.

tabulce ¢&.

se uvadéji vysledky v pfitomnosti

Obecné lze Frici,

které se testuji proti rlznym organizmim; V

albuminu

Ze HSA sniZuje hodnotu MIC,

protoZe p¥edchdzi absorpci na plastovych povrSich.

Tabulka ¢&. 28

Minimalni inhibid&ni koncentrace
modifikovaném NCCLS testech

(Lg/ml) peptidd testovanych v

sekvence P.aeruginosa |MRSA VREF
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 8,00 8,00 2,00
RGWGLCYCRRRFCVCVGR 16,00 16,00
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RGGRLCYCRRRFCVCVGR* 8,00 16,00 2,00
WLCYCRRRFCVCVGR* 32,0 32,00
RGGLCYCRRRFCVCVGR 4,00 8,00 2,00
RLLRLCYCRXRFCVCVGR (X=MeGly) 16,00 16,00
WLCYCRRRFCVCV 128,00 16,00 3,00
WYCYCRRRFCVCV 32,0 64,00
WLCYCRRRFCVCVGR >64 64,00
RLLRLCYCRRRFCVCVGR 32,0 32,00
RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal) 64,0 >128
Peptidy oznadené hvé&zdickou Jsou kyselinové formy; vSechny
ostatni jsou amidové formy.
Peptidy se pfipravily v 0,01% kyseliné octové bez HSA.
Tabulka &. 29
MIC (pg/ml) v Mueller-Hintonoveé médiu
organizmus médium RGGRLCYCRRRF | PG-1 PG-1
CVCVGR (amid) kysel.
doplnéno | -HSA | +HSA | -HSA [ +HSA | -HAS
Staphylococcus aureus ne 4 4 4
MSSA
Staphylococcus aureus ne 13,3 2 16 5,3 16
MRSA
Enterococcus faecium ne 2 0,33 1,3 0,25 |2
VREF -hematin 1
+hematin 8
Bacillus subtilis ne 0,7 0,8 0,2
Streptococcus pneumoniae* -hematin 2
+hematin 8
Streptococcus salivarius* -hematin 0,12
viridans +hematin 0,5
Pseudomonas aeruginosa ne 4 1,33 5,3 0,33 | 9,3
Klebsielle pneumoniae ne 5,3 4 4
Serratlia marcescens ne 16 16 21
Escherichia coli ne 4 0,33 5,3 0,12 | 4
~hematin 0,5
+hematin 8
Haemophilus influenzae* -hematin neros
+hematin 8
Acinetobacter ne 2 3 4
calocoaceticus
Neisseria meningitidis* -hematin 8
+hematin 32
Candida albicans ne 8 4 16 8 16




Tabulka ¢&. 30
raznym organizmim.

Tabulka &. 30
MIC raznych peptidl
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uvadi hodnoty MIC raznych peptidd proti

MIC (pg/ml)

sekvence MRSA Psa VREF Can.
RGGRLCYCRRRFCVCVGR 2-4 0.3-1.7 0.13 8, 186
WLCFCRRRFCVCV
FLCFCRRRFCVCV 5.3 >32 0.5 128
WYCYCRRRFCVCV* 42.7 32 1 >128
WXCYCRRRFCVCV*  (X=Cha)
WLCYCRRRFCVCVGR* 27-32 32-53 0.25~0.5 >128
WXCYCRRRFCVCVGR*  (X=Cha)
RLLRCYCRRRFCVCVGR 32t 32t
RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal) >128t 64t
RGVCVCFRRRCYCLW
RGVCVCFRRRCYCLW 10.7 >32 0.5 32
YCVCFRRRCYCLW 16 >32 1 >128
FCVCFRRRCFCLF 186 >32 2 >128

RGVCVCFRRRCYCRGGR 8 8 0.25 16

RGVCVCFRRRCYCLRGGR (all D) 21 8 4 32

RGVCVCFRRRCYCLW* 53 >32 2 128

RGVCVCYRXRCYCLW (X=MeGly) 13 32 1 64
WLCYCRXZYCVCVGR (X=MeGly)

{2=D=Arg)

RGFCVCFRRVCYCLW >32 128 2 >128
WLCYCRRRFCVCVGR 11 48 0.21 128
WLCYCRRXFCVCVR (X=D-Arg) 5.3 32 0.25 64
WLCYCKKXFCVCVGK 6.7 4.3 0.21 32

_ Octyl-WLCYCRRRFCVCVGR

XLCYCRRRFCVCV  (X=1-Nal) 4 128 0.5 >l28
WLCRGRFCVR* >128 >128 >32 >128
WLCRGRFCFR >128 >128 16 >128
WLCYRRVCVR 64 32 16 16
WLCYCOOQFCVCYV 2 4 0.5 64
WLCYCXXXFCVCV (X=Dab) 2 2 0.5 32
WLCYCRRRFCVCV (all D) 1 8 0.5 128
HWRLCYCRPKFCVCV 13.3 32 1 >l28
KWRLCYCRPKFCVCV 1 4 0.5 128
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OWRLCYCRPKFCVCV 1 4 0.25
XWRLCYCRPKFCVCV (X=Dbu) 2.67 5.3 0.25
RWHLCYCRPKFCVCV 4.3 13.3 0.25
RWKLCYCRPKFCVCV 2 13.3 0.5
RWOLCYCRPKFCVCV 1 2.7 0.25
RWXLCYCRPKFCVCV (X=Dbu) 2 2 0.5
WLCYCKXKFCVCVGR (X=Tic)
FCYCKXKFCYCV (X-Hyp)
WLXYXRRRFXVXV (X=hCys) 16 64
WOLCYCOXOFCVCVO (X=Tic) 1 2
OFCVCVOXOFCVCVO (X=Tic) 16 85
OWOLCYCOXOFCVCV (X=Tic) 4 11
OFCVCXOLCYCFO (X=Tic) 32 >128
WLCYCKKKFCVCV 2 5.3
OWOLCYCOXOFCVCV (X=Hyp) 1 2.3
WLCYCOXOFCVCVO (X=Pba)
WLCYCOOOFCVCV (all D)
XFCYCLRXFCVCVR* (X=D-Arg) 8 48
WLCYCRRXFCVCVZX*  (X=D=-Arg) 64 48

(Z=MeGly)

128
107
>128
107
43
64

Peptidy oznalené hvézdidkou jsou kyselinové formy; viechny

ostatni jsou amidové formy.

MRSA je kmen S.aureus rezistentni na meticilin
Psa je kmen P.aeruginosa

VREF je kmen E.faecium rezistentni na vankomycin
can je C.albicans

t oznaluje test bez pritomnosti HSA nebo BSA
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PATENTOVE NAROKY

1. Antimikrobidlni peptid, ktery obsahuje pfibliZné 10
aZ 30 aminokyselinovych zbytkl a obsahuje aminokyselinovou
sekvenci:

(I) X1-Xp=X3-X4=X5=Ce=X7~Cg=Xo~K10-X::=%12=C13-¥X14~C15-X16-X17- X158
nebo farmaceuticky pfijatelnou sul nebo jejich formu
acetylovanou na N-konci nebo amidovanou na C-konci nebo
jejich esterifikovanou formu, kde

kazdy z Cs a Ci;3 je nezavisle pfitomen nebo neni pfitomen
a jestliZe je pfitomen, pak kaZdy nezavisle Jje cysteinu
podobnéa, bazickd, mald, polarni/velkd nebo hydrofébni
aminokyselina;

ka?dy z Cs a Cys je nezavisle cysteinu podobna, bazicka,
mald, polarni/velkd nebo hydrofdbni aminokyselina;

kaZzdy z X;-Xs je nezadvisle pfitomen nebo neni pfitomen a
jestliZe je pfitomen, pak kaZdy je nezavisle bazicka,
hydrofébni, poldrni/velkd nebo mald aminokyselina;

kaZzdy z X; a Xi4 je nezavisle hydrofébni nebo mala
aminokyselina;

kaZdy z Xy a X12 je nezavisle pfitomen nebo neni
pfitomen;

Xo-X,, dohromady jsou schopny vytvorit reverzni ohyb, v
pfipad&, Ze jsou obsaZeny v aminokyselinové sekvenci vzorce
(I) a nejméné& jeden z Xs-X;, musi byt bazickd aminokyselina;

kazdy z X;s—X1s je nezadvisle pfitomen nebo neni pfitomen
a jestliZe je pfitomen, pak kaZdy je nezavisle bazicka,
hydrofébni, polarni/velkd nebo maléd aminokyselina;

a kde nejméné okolo 15% aZ 50% aminokyselin, které jsou
obsaZeny v antimikrobidlnim peptidu, je bazickych, pticemZ
uvedeny antimikrobialni peptid mé& pfi hodnoté fyziologického

pH skutecny néboj nejméné +1;
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pod podminkou, Ze vSechny X;-X, jsou pritomny a Zadny =z
X;-X, neni hydrofdébni aminokyselina, pak nejméné jeden z Xs,
Cg, X9, Xi12, Ci3 nebo X6 nesmi byt pfitomen nebo Xs musi byt

bazicky.

2. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, ktery obsahuje

dva disulfidové mistky a je v nativni formé.

3. Antimikrobidlni peptid podle ndroku 1, ktery obsahuje

jeden disulfidovy mistek a je ve formé “bullet” nebo “kite”.

4. Antimikrobidlni peptid podle néroku 1, ktery

neobsahuje Zadny disulfidovy mistek a je ve formé “snake”.

5. Antimikrobidlni peptid podle nédroku 1, ktery ma pri

fyziologickém pH skutedny ndboj nejméné okolo +3.

6. Antimikrobidlni peptid podle néaroku 1, ktery obsahuje
okolo 10 aZ 24 aminokyselinovych zbytkl a kde:

kazdy z Cg a Ci;3 je nezavisle pfitomen nebo neni pritomen
a jestliZe je ptitomen, pak kaZdy je nezdvisle mala,
hydrofébni nebo poldrni/velkd aminokyselina nebo cystein;

kaZzdy z Cs a Cis5 je nezavisle maléd, polarni/velkd nebo
hydrofébni aminokyselina nebo cystein;

kazdy z X;-Xs je nezavisle pritomen nebo neni pritomen a
jestliZe je pfitomen, pak kaZdy je nezavisle bazickéd nebo
mald aminokyselina a libovelné dva z X;-X; mohou byt
hydrofébni aminokyselinou;

kazdy z X7 a Xi4 je nezédvisle hydrofdbni aminokyselina;

kaZdy z Xo a ¥Xj32 Jje nezdvisle pfitomen nebo neni pfitomen
a jestliZe je pfitomen, pak kaZdy je nezavisle bazickd nebo

hydrofébni aminokyselina;
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X0 je bazickd, hydrofdébni nebo mald aminokyselina nebo
prolin;

X16 Je pritomen nebo neni pritomen a jestliZe je
pfitomen, pak je bazickad, hydrofébni, nebo mald
aminokyselina;

kaZdy z Xi7 a Xi3 je nezdvisle pritomen nebo neni
pfitomen a jestliZe je pfitomen, pak kaZdy je nezavisle

bazickd nebo mald aminokyselina;

7. Antimikrobialni peptid podle naroku 1, ktery obsahuje
pfibliZné 10 aZ 18 aminokyselinovych zbytkl a kde:

kaZdy z Cg a Ci3 je nezdvisle pritomen nebo neni pfitomen
a jestliZe je pfitomen, pak kazZdy je nezavisle mala,
polarni/velkd nebo hydrofébni aminokyselina nebo cystein;

kazdy z Cs a Cis je nezavisle mald, polérni/velkd nebo
hydrofébni aminokyselina nebo cystein;

kaZzdy z X1-X4 Jje nezdvisle pritomen nebo neni pfitomen a
jestliZe je pritomen, pak kaZdy je nezdvisle bazickd nebo
mald aminokyselina a jeden libovolny z X;-X; miZe byt
hydrofébni aminokyselinou;

kazdy z Xs a Xis je nezavisle pfitomen nebo neni pfitomen
a JjestliZe je pfitomen, pak kaZdy je nezadvisle bazickad nebo
hydrofébni aminokyselina;

kazdy z X; a Xi¢ je nezdvisle hydrofébni aminokyselina;

X9 je pfitomen nebo neni pritomen a jestliZe je
pfitomen, pak je bazickd nebo hydrofdébni aminokyselina;

X10 je bazickd nebo mald aminokyselina nebo prolin;

X171 Je bazick& nebo hydrofébni aminokyselina;

X12 je pritomen nebo neni pritomen a jestliZe je
pfitomen, pak je hydrofdébni aminokyselina;

Xy7 je prfitomen nebo neni pfitomen a jestliZe je

pfitomen, pak je nezdvisle mald aminokyselina; a
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X1 je pfitomen nebo neni pfitomen a jestliZe je

pfitomen, pak je nezavisle bazickd aminokyselina.

8. Antimikrobiadlni peptid podle naroku 1, kde kaZdy z
Cér Csy Ciz a Cys Je cystein a kaZdy z X7 a X4 nezavisle jsou

hydrofdébni aminokyseliny.

9. Antimikrobidlni peptid podle naroku 8, kde X; a X

jsou kaZdy nezavisle I,V,L,W,Y nebo F.

10. Antimikrobidlni peptid podle naroku 9, kde X, je
I,F,Y nebo W a Xy4y je I,V,L,W,Y nebo F.

11. Antimikrobidlni peptid podle néroku 1, kde X;-X,

nejsou pritomny.

12. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, kde nejméné

jeden z X;-X; je hydrofdbni aminokyselina.

13. Antimikrobi&lni peptid podle naroku 12, kde uvedena
hydrofdébni aminokyselina je I,V,L,W,F nebo Y.

14. Antimikrobiédlni peptid podle naroku 1, kde nejméné

jeden z Xs-X;; je hydrofébni aminokyselina.

15. Antimikrobidlni peptid podle néroku 1, kde X; a X,
jsou kaZdy nezéavisle R,K,Orn, Dab, Har nebo hydrofébni

aminokyselina.

16. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, kde X, a X;
jsou kaZdy nezévisle G, A, S, T, I, V, L, F, Y nebo W.
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17. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, kde X, je R,
K, H, Orn, Dab, G, A, S, T, F, Y nebo W.

18. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, kde X je
R,K,H, Orn, Dab, Har, I, V, 1, Nle, W, Y nebo F a X1z je I,
L, v, W, F nebo Y.

19. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, kde Xo-Xi»

dohromady jsou t¥i aminokyselinové zbytky y-ohybu.

20. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, kde Xo-Xi,

dohromady jsou Cty¥i aminokyselinové zbytky B-ohybu.

2l. Antimikrobidlni peptid podle naroku 1, kde uvedeny
B-ohyb je 222G, ZzZF, 2ZSG, ZZAL, ZGZL, 2ZFZL, ZPZV, ZPZF,
2GZY, 1Z2GZ, LZZF nebo YZGZ, kde kaZdé Z je nezavisle L- nebo

D-enantiomér R, K, Dbu nebo Orn.

22. Antimikrobi&lni peptid podle naroku 1, kde vSechny

aminokyseliny jsou D-enantioméry.

23. Antimikrobi&lni peptid podle naroku 1, ktery je

vybran ze skupiny, jenZ zahrnuje
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WLCFCRRRFCVCV (SEQ ID NO:2);
FLCFCRRRFCVCV (SEQ ID NO:3);
WYCYCRRRFCVCV (SEQ ID NO:4);
WXCYCRRRFCVCV (X=Cha) (SEQ ID NO:5);
WLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:6);
WXCYCRRRFCVCVGR (X=Cha) (SEQ ID NO:7);
RLLRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:8);
RGGRLCYCRRRFCXCVGR (X=MeVal) (SEQ ID NO:9);
RGVCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:10);
RGVCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:11);
VCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:12);
FCVCFRRRCFCLF (SEQ ID NO:13);

RGVCVCFRRRCYCRGGR (SEQ ID NO:14);

RGVCVCFRRRCYCLRGGR (all D) (SEQ ID NO:15);

RGVCVCFRRRCYCLW (SEQ ID NO:15);

RGVCVCYRXRCYCLW (X=MeGly)  (SEQ ID NO:17);
WLCYCRXZYCVCVGR (X=MeGly) (SEQ ID NO:18);

(Z=D-Arg)

RGFCVCFRRVCYCLW (SEQ ID NO:19);
WLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:20);
WLCYCRRXFCVCVR (X=D-Arg)  (SEQ ID NO:21);
WLCYCKKKFCVCVGK (SEQ ID NO:22);

Octyl-WLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:23);
XLCYCRRRFCVCYV (X=1-Nal) (SEQ ID NO:24);
WLCRGRFCVR (SEQ ID NO:25);
WLCRGRFCFR (SEQ ID NO:26);
WLCYRRVCVR (SEQ ID NO:27);

WLCYCOQQFCVCV ' (SEQ ID NO:28);




PC1l1
PC12
PC15
PC1l6
PC17
PC18
PC19
PC20
PC21
PC22
PC31
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WLCYCRRRFCVCV (all D)
HWRLCYCRPKFCVCYV
KWRLCYCRPKFCVCV
OWRLCYCRPKFCVCY
XWRLCYCRPKFCVCV
RWHLCYCRPKFCVCY
RWKLCYCRPKFCVCV
RWOLCYCRPKFCVCV
RWXLCYCRPKFCVCV (X=Dbu)

WLCYCKXKFCVCVGR (X=Tic)

FCYCKXKFCYCV (X=Hyp)

WLXYXRRRFXVXV (X=hCys)

WOLCYCOXOFCVCVO (X=Tic)

OFCVCVOXOFCVCVO. (X=Tic)
OWOLCYCOXOFCVCY (X=Tic)

OFCVCXOLCYCFO (X=Tic)

WLCYCKKKFCVCV
OWOLCYCOXOFCVCY (X=Hyp)

WLCYCOXOFCVCVO (X=Pba)

WLCYCOOOFCVCV (all D)

XFCYCLRXFCVCVR (X=D-Arg)

WLCYCRRXFCVCVZX
(X=D-Arg)
(Z=MeGly)

LCYCRRRFCVCVGR
RCYCRRRFCVCV

:WLCYCXXXFCVCV (X=Dab)

(X=Dbu)

RGGRLCYCRRRFCVCR

RCYCRRRFCVCR
LCYCRRRFCVCV
LCYARRRFAVCV
RCYARRRFAVCR
LAYCRRRFCVAV
RAYCRRRFCVAR

RGGRLCY RR VCV

GGRLCYCRRRFCVCV

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
iD
ID
ID
ID
ID
D
ID
ID
ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:




PC32
PC33
PC34
PC35
PC36
PC37
PC44
PC47
PC48
PC37a
PC45
PC72
PC64
PC64a
PC31la
PC32a
PC33a
PC34a
PC385a
PC36a
PC44a
PC47a
PC48a
PCS4
PCe61
PC62
PC63
PC65
PCe6
PC67
PCe38
PC69
PC70
PC74
PC77
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RGRLCYCRRRFCVCV v
GRLCYCRRRFCVCV
RRLCYCRRREFCVCV

RLCYCRRRFCVCV
RRCYCRRRFCVCV
CYCRRRFCVCV
RGGRLCYCRRRFCVC
RGGRLCY RRRF VCV
RGWRLCYCRRRFCVCV
CYCRRRFCVCVGR
RGGRLCYCRRRFCV
LCYCRRRFCVC
LCYTRRRFTVCV
LTYCRRRFCVTV

GGRLCYCRRRFCVCVGR

RGRLCYCRRRFCVCVGR
GRLCYCRRRFCVCVGR
RRLCYCRRRFCVCVGR

RLCYCRRRFCVCVGR
RRCYCRRRFCVCVGR
RGGRLCYCRRRFCVCR
RGGRLCY RRRF VCVGR
RGWRLCYCRRRFCVCVGR
RGWRLAYCRRRFCVAVGR
RCYCRRRFCVCV
LCYCRRRFCVCR
VCYCFRRFCYCV
LCYTRPRFTVCV
LCYTRGRFTVCV
LCYFRRRFIVCV
LCYFRPRFIVCV
LCYTFRPRFVCV
LCYTFRGRFVCV
CYCFRRFCVC
LCYCRRRRCVCV

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
iD
ID
ID
ID
ID
iD
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

NO:63)

NO:64)

NO:65) ;
)
)

.

NO:66
NO:67
NO:68) ;
NO:69}) ;
NO:70) ;
NO:71);
NO:72) ;
NO:73) ;
NO:74) ;
NO:75) ;
NO:76) ;
NO:77) ;
NO:78) ;
NO:79) ;
NO:80) ;
NO:81) ;
NO:82) ;
NO:83) ;
NO:84) ;
NO:85) ;
NO:86)
NO:87)
NO:838) ;
)
)

NO:89
NC:90
NO:91) ;
NO:92) ;
NO:93);
NO:94) ;
NO:95);
NO:96) ;
NO:97) ;




PC78
PC79
PC80
PC81
pPC82
PC83
pPCs84
PC85
PC86
pPC87
pCs88
PC89
PC390

PCo1
PC95
PC96
PC97
PC99
PC109
PC110
PC1l11
PCl12
PC113
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LCYCFRRRCVCY
LCYCRFRRCVCY
LCYCRRFRCVCV
LCYCRRFFCVCYV
LCYCRFFRCVCY
LCYCFFRRCVCY
LCYCFRRFCVCY
LCYCFRFRCVCY
LCYCRFRFCVCY
LCYCFRFFCVCV
LCYCFFRFCVCY
LCYCFFFRCVCY
LCYCRFFFCVCY
RGGRLCY RR VCVGR
YCYCRRRFCVCVGR
ICYCRRRFCVCVGR
FCYCRRRFCVCVGR
WCYCRRRFCVCVGR
RCYCRRRFCVCVGR
RLCYTRGRFTVCV
LCYTRGRFTVCVR
RLCYTRGRFTVCVR
LCYCHHHFCVCY
LCYTHHHFTVCY
RGGLCYCRRRFCVCVGR
RGGRLCYCRRRFCVCVGR
RGGGLCYCRRRFCVCVGR
RGGGLCYCRRGFCVCFGR
RGGGLCYCRRPFCVCVGR
RGGGLCYCRPRFCVCVGR
RGGRLCYCRXRFCVCVGR
RGGLCYCRGRFCVCVGR
RGGRLCYCXGRFCVCVGR
XGGRLCYCRGRFCVCVGR
RGGRVCYCRGRFCVCVGR

(X=MeGly)

(X=Cit)
(X=Cit)

(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
{SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
D
ID
1D
ID
ID
ID
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NOC:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NOC:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NQ:
NO:
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RGGGLCYCFPKFCVCVGR
RGWGLCYCRPRFCVCVGR
RGWRLCYCRXRFCVCVGR
RGWRLCYCRGRFCVCVGR
RGWRLCYCXPRFCVCVGR

RWRLCYCRPRFCVCVGR
RGWRLCYCRPRFCVCVGR
RGWRACYCRPRFCACVGR

GWRLCYCRPRFCVCVGR

RWRLCYCKGKFCVCVGR
RGWRLCYCRXRFCVCVGR
GGWRLCYCRGRFCVCVGR
RGGWLCYCRGRFCVCVGR
RLLRLCYCRXRFCVCVGR
RLLRACYCRXRFCVCVGR
RLLRLCYCRRRFCVCVGR
RGLRXCYCRGRFCVCVGR
RGGRLCYCRXRZCVCWGR

RGGRWCVCRXRZCYCVGR

RGLRXCYCRGRFCVCVGR
RGGRWCVCRGRXCYCVGR
RGGRLCYCRRRFCXCVGR
LCYCRRRFCVCV
LCYCRRCFCVCV
LCYCRRRFCVCF
LCACRRRACVCV
LCYCRXRFCVCV
LCWCRRRFCVCV
WCYCRRRFCVCV

(X=MeGly)

(X=Cit)

(X=MeGly)

(X=MeGly)
(X=MeGly)

{X=Cha)

(X=MeGly)
(z=Cha)

(X=MeGly)
(Z=Cha)

(X=Cha)
(Xx=Cha)
(X=MeVal)

(X=D-Arg)

LCYCRRRXCVCV (X=hPhe)
LCYCRRRXCVCY (X=Phe (4-CL))
XCYCRRRFCVCV (X=Cha)
LCYCRRRFCXCV (X=D-His)
LCYCRRRXCVCY (X=MeGly)

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

. ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

ID
ID

NO:133) ;
NO:134) ;
NO:135)
NO:136) ;
NO:137);
)
);

I

NO:138
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:144
NO:145
NO:146
NO:147
NO:
NO:149) ;
NO:

h

I3

NO:

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:164) ;
NO:
NO:
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LCYCRRRXCVCV (X=MePhe)
LCYCRRRFCXCV (X=MeVal)
LCXCRRRXCVCYV (X=Cha)

LCGCRRRGCVCV

LCACRGRACVCV
RACYCRPRFCACV
RLCYCRPRFCVCF
RLCYCRPRFCVCV
KLCYCKPKFCVCV
RLCACRGRACVCV

RLCYCRXRFCVCY (X=MeGly)
RXCFCRPRFCVCV (X=Cha)

RWCFCRPRFCVCV
WLCYCRRRFCVCV
WLCFCRRRFCVCV
FLCFCRRRFCVCV

WLCFCRRRXCVCV (X=MePhe)

WYCYCRRRFCVCV

WXCYCRRRFCVCV (X=Cha)

RXCFCRGRZCVCV

X=Cha)

Z=MePhe)

(

(
XLCFCRRRZCVCV (X=Cha)

(

Z=MePhe)

RLCYCRPRFCVCVGR
WLCYCRRRFCVCVGR
WXCYCRRRFCVCVGR
RLCYCRGPFCVCR
RRWCFVCYAGFCYRCR
RRCYCRGRFCGCVGR
RWRCYCGRRFCGCVGR
RARCYCGRRFCGCVGR
GWRCYCRGRFCGC
RGWACYCRGRFCVC
RRCYGRRRFGVCVGR

RGWRLCYGRGRFKVC
RGWRLCYCRGRFCVC

(X=Cha)

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
iD
ID
ID

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

NO:

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

167) ;
168) ;
169} ;
170) ;
171) ;
172);
173);
174) ;
175) ;
176) ;
177) ;
178) ;
179) ;
180) ;
181);
182);
183) ;
184) ;
185) ;
186) ;

187) ;

188) ;




CYCRRRFCVCF
RGWRLCYCRXRFCVC
RGWRGCYCRXRFCGC
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(X=MeGly)
(X=MeGly)

LCYCRPRFCVCVGR
LCYCKPKFCVCVGK
LCYCRGRFCVCVGR
LCYCRPRFCVCVGRGR

RRWCYCRPRFCVCVR

WRLCYCRPRFCVCVGR
GWLCYCRGRFCVCVGR
RWLCYCRGRFCVCVGR
RLLCYCRGRFCVCVGR

RWRLCYCRPRFCVCV
RXRLCYCRZRFCVCV

RGWRLCYCRGRXCVCV
RGGRVCYCRGRFCVCV
LCYCRXRFCVCV
LCYCKPKFCVCV
VCYCRPRFCVCV
LCYCRPRFCVCW
LCYRRPRFRVCV
RGWRLCYCRGRXCVCV
RXRLCYCRZRFCVCV

RXRLCYCRGRFCVCV

(X=Cha)
(Z=MeGly)

(X=Cha)

(X=D-ala)

(X=Cha)

(X=Cha)
(Z=MeGly)

(X=Cha)

RGGGLCYARGWIAFCVGR
RGGGLCYARGFIAVCEFGR
RGGGLCYARPRFAVCVGR
RGGGLCYTRPRFTVCVGR
RGGGLCYARKGFAVCVGR
RGGRLCYARRRFAVCVGR
RGGGLCYKRGFIKVCFGR
RGGGLCYKRGWIKFCVGR
RGGGLCYRLPKFRVCVGR
RGGGLCYRLPGFRVCVGR

W n n »m n n 0
o1 0 Bl oplop
0 O 0 0 O

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID

NO:

NO
NO
NO
NO

NO

NO
NO

NO:
:213
: 214

NO
NO

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
:220) ;
NO:
NO:
NO:

NO

NO

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NQO:
NO:

:210
: 211

201);

:202) ;
:203);3
:204) ;
:2095) ;
NO:
NO:
:208) ;
NO:

206) ;
207) ;

209) ;

)
)
212);
).
).
215) ;
216) ;
217);
218) ;
219);

221);
222);
223);

:224) ;

225);
226)

227) ;
228)

229) ;
230) ;
231);
232);
233);
234);
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RGWRGCYKRGRFKGCVGR (SEQ ID NO:235);
LCYKRGRFKVCY (SEQ ID NO:236);
ICYRPRFVCVGR (SEQ ID NO:237);
WLCYCRRRFCVCY (SEQ ID NO:238);
RLCYCRRRFCVCY (SEQ ID NO:240) ;
RGRVCLRYCRGRFCVRLCFR (SEQ ID NO:241);
RRRLCYCRRRFCVCVGR (SEQ ID NO:242);

a jejich formy s acetylovanym N-koncem a amidovanym C-koncem

nebo jejich esterifikované formy.

24. Rekombinantni expresivni systém pro produkci
antimikrobidlniho peptidu podle naroku 1,
vvyznacujici se tim, Z e obsahuje
nukleotidovou sekvenci kédujici uvedeny peptid, kterad je
operabilné spojena s kontrolnimi sekvencemi, coZ vede k

dosaZeni exprese.

25. Rekombinantni hostitelskd& buifika nebo jeji potomstvo,
vyznacujicl se tim Z e je modifikovana, aby

obsahovala expresivni systém podle naroku 25.

26. Zpusob produkce antimikrobidlniho peptidu nebo jeho
meziproduktu, vy znacdujici se tim 2 e
zahrnuje kultivaci modifikované hostitelské butiky nebo jejiho
potomstva podle naroku 24 za podminek, kde dochazi k produkci
uvedeného peptidu; a ziskéni antimikrobi&lniho peptidu z

kultury.

27. Antimikrobidlni farmaceuticka kompozice,
vyznadcujici se tim Z e obsahuje

antimikrobidlni peptid podle n&roku 1 ve smési s nejméné
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jednim farmaceuticky pfijatelnym nosidem, redidlem nebo

excipientem.

28. Antimikrobidlni kompozice tykajici se prostfedi
urcend pro aplikaci na rostliny vy znaduijici
s e tim Z e obsahuje antimikrobidlni peptid podle néaroku
1l ve smési s nejméné jednim nosicem, Fedidlem nebo

eXcipientem, ktery je p¥ijatelny pro prostfedi.

29. Zpusob prevence rustu viru nebo mikrébu,
vyznacujilci se tim Z e zahrnuje kontakt
kompozice, kterd podporuje rust zmin&ného viru nebo mikréba s
mnoZstvim antimikrobialniho peptidu podle naroku 1, ktery

brani uvedenému rustu.

30. Zplsob deaktivace endotoxinu gram-negativnich
bakterii, vy znacdujici se tim Z e zahrnuje
kontakt uvedeného endotoxinu s mnoZstvim antimikrobidlniho

peptidu podle naroku 1, ktery deaktivuje uvedeny endotoxin.

31. Protildtky, vy znac¢uijici se tim 2 e
specificky reaguji s antimikrobidlnim peptidem podle naroku
1.

32. Zplsob lé&by nebo prevence mikrobialni nebo virové
infekce subjektu, vy znacdujici se tim 2 e
zahrnuje aplikaci terapeuticky udinného mnoZstvi
antimikrobidlniho peptidu subjektu, ktery potfebuje takovou
lécbu, pricemZ uvedeny peptid obsahuje pfibliZné& 10 aZ 30
aminokyselinovych zbytkl a aminokyselinovou sekvenci:

(I) Xi=X2=X3-Xq=X5=Cs—X7-Ce=X9=X10~X11=X12=C13=X14=C15=X16~X17=X 15
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nebo farmaceuticky pf¥ijatelnou stil nebo Jejich formu
acetylovanou na N-konci nebo amidovanou na C-konci nebo
jejich esterifikovanou formu, kde

kazdy z C¢ a Ci3 je nezavisle pFitomen nebo neni pfitomen
a JjestliZe je pfitomen, pak kaZdy nezavisle je cysteinu
podobnéa, bazickd, mald, polarni/velki nebo hydrofdébni
aminokyselina;

kazdy z Cs a Cis je nezavisle cysteinu podobna, bazicka,
maléd, polarni/velkd nebo hydrofébni aminokyselina;

kazdy z X1-Xs je nezavisle pfitomen nebo neni pfitomen a
jestliZe je pritomen, pak kaZdy je nezavisle bazicki,
hydrofdbni, polérni/velkd nebo mald aminokyselina;

kazdy z X; a Xi4 je nezavisle hydrofdbni nebo malé
aminokyselina;

kaZzdy z Xy a X1, je nezavisle pritomen nebo neni
pfitomen;

X9-X1, dohromady jsou schopny vytvofit reverzni ohyb, v
pfipadé, Ze jsou obsaZeny v aminokyselinové sekvenci vzorce
(I) a nejméné jeden z X¢-X;, musi byt bazicka aminokyselina;

kazdy z Xis-X1s je nezéavisle pfitomen nebo neni pfritomen
a jestliZe je pritomen, pak kaZdy je nezavisle bazicka,
hydrofdébni, polarni/velkd nebo mald aminokyselina;

a kde nejméné okolo 15% aZ 50% aminokyselin, které jsou
obsaZeny v antimikrobidlnim peptidu, je bazickych, pridemZ
uvedeny antimikrobidlni peptid m& p¥i hodnoté fyziologického

pH skuteény nadboj nejméné +1;

33. Zplsob podle ndroku 32, vy zna & u Jici se
t im Z e mikrobidlni infekce je zptisobena Staphylococcus

aureus.




34. Zplsob podle naroku 31, vy zn a & u jici

t im Z e antimikrobidlni peptid je vybran ze skupiny,

kterou tvofi
RGWRLCYCRPRFCVCVGR
GWRLCYCRPRFCVCVGR

127

XCYCRRRFCVCV (X=Cha)

WLCYCRRRFCVCV

35. Zpusob podle ndroku 32, vy zna &duijici

(SEQ ID NO: 139)
(SEQ ID NO: 141);
(SEQ ID NO: 164; A
(SEQ ID NO: 180).

s e tim Z e antimikrobidlni infekce je zptisobena

Pseudomonas.

36. Zpusob podle naroku 32, vy zna &duijici

S

e

s e tim Z e antimikrobidlni peptid je vybran ze skupiny,

kterd zahrnuje
RGGRLCYCRRRFCVCVGR
RGGRLCYCRPRFCVCVGR
RGGGLCYTRPRFTVCVGR
RLCYCRRRFEFCVCV

37. Zplsob podle ndroku 32, vy znaduijici

(SEQ ID NO.: 1);
(SEQ ID NO.: 239);
(SEQ ID NO.: 228);
(SEQ ID NO: 66).

s e tim Z e antimikrobidlni infekce je zplsobena

H.pylori.

38. Zplusob podle naroku 37, vy znaduijici

a

s e tim Z e antimikrobidlni peptid je vybran ze skupiny

zahrnujici

WLCYCRRRFCVCV
RXCFCRPRFCVCV

{X=Cha)

(SEQ ID NO:180);
(SEQ ID NO:178);
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RGGRLCYCRﬁRFCVCVGR .
RGWGLCYCRPRFCVCVGR
RLCYCRPRFCVCVGR
RGWRLCYCRGRFCVCVGR
RGRVCLRYCRGRFCVRLCFR
RGLRXCYCRGRFCVCVGR (X=Cha)
GWRLCYCRPRFCVCVGR
RLCYCRRRFCVCV
WLCYCXXXFCVCV (X=Dab)
OWRLCYCRPKFCVCV
RWOLCYCRPKFCVCV
RRCYCRRRFCVCVGR
XCYCRRRFCVCV (X=Cha)
RRRLCYCRRRFCVCVGR
RRRLCYCRRRFCVCVGR (all D)

.~ e

n h v n
Bl oBoEBl
O 0 0 0

SE
SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ
(SEQ

0

ID
ID
D
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
1D

NO:1);
NO:134);
NO:138);
NO:136);
NO:241);
NO:149) ;
NO:139);
NO:66) ;
NOQ:29);
NO:33);
NO:37);
NO:82);
NO:164)

NO:242) ;
NO:243)

!
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