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(54) Narev ptihlasky vyndlezu:
Antimikrobialni peptidy

(57) Anotace:
Popsény jsou peptidy o vzorcich (1) a (1) isolované jedovych
vacki eusocialnich véel Halictus sexcinctus a jejich syntetické
analogy piipravené zaménou aminokyseliny v poloze 4, 11
nebo 12 vzoree(]) nebo v poloze 4 vzorce (11) aminokyselinou
Lys, vykazuiici biologické Gginky a jejich pouziti pro vyrobu
1éciva k 1écheé mikrobidlnich, parazitickych a plisfiovych
onemocnéni a pro Iéceni rakovin,

H-Cly-Met-Trp-Ser-Lys-lle-Lou-Gly-His-Leu- lle-Arg-NHy U]
H-Oly-Lys-Trp-MatSer-LoweLow Lysilislbe-Leu-Lys NH; (1)
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Antimikrobialni peptidy

(Oblast techniky

Vynalez se tyké antimikrobidlnich peptidd, isolovanych z pfirodniho materidlu, vzorci
fall

H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-lie-Leu-Gly-His-Leu-lle-Arg-NH; ()
H-Gly-Lys-Trp-Met-Ser-Leu-Leu-Lys-His-lle-Leu-Lys-NH, (IT)

a jejich syntetickych analogii, majicich v poloze 4, 11 nebo 12 vzorce (I) nebo v poloze 4
vzoree (II) aminokyselinu Lys, jakoz i pouZiti takovych slouéenin pro pfipravu

antimikrobialnich, antiparazitickych, protiplisiiovych a protirakovinnjch lé€iv.

Dosavadni stav techniky

Prvoini obrana proti mikrobidini infekei, kterou si priroda béhem evoluce vyvinula,
spotiva v sekreci latek peptidové povahy dnes v odbomé terminologti oznatovanych jako
antimikrobialni peptidy (1-3]. Ty byly identifikovany prakticky v celém spektru Zivolisné a
rostlinné fie. Naptikiad vii3i hmyzu pravé antimikrobialni peptidy predstavuji hlavni
prostfedek obrany proti mikrobim [4]. S pfihlédnutim k prostfedi, ve kterém se hmyz
pohybuje, s¢ musi jednat 0 peptidy velmi ucinné, Tyto peptidy jsou schopny velice rychle
zabfjet bakteric a nékteré dalsi mikroorganismy, a to mechanismem zcela odliSnym nez
vyuziva imunitni system vysgich organismil. 1 kdyZ tento mechanismus jedté neni zcela
objasnén, v podstaté spocivd v narueni bunéné membrany  bakterii tverbou
rransmembranovych pori nebo iontovych kanald. To zpiisobi unik metabolitt a zborceni celé
mikrobialni struktury [5,6]. Obecné je téZ znamo, e antimikrobialni peptidy u bakteri
nevyvolavaji resistenci, jako tfeba doposud pouZivana tradiéni antibiotika. Ponékud zvladtni
skupina peptidd s antimikrobialnim Géinkem se nachazi v jedu hmyzu rodu Hymenoptera 7.
V piirodé je antimikrobidlni tcinek peptidu isolovanych z jedu vos, véel, Emelaki a mravenci

vatéinou sekundérni, a jejich hlavni filoha spotiva spide v toxicité &1 vyvolani bolesti a zanét,




2.

jako tieba u peptidii patiicich do skupiny mastoparani (8]. Nicmén¢ antimikrobialni G¢inek

peptidd isolovanjch naptiklad z jedu primitivnich véel je znaéné vyrazny a vzhledem k tomu,

7e se jednd o peptidy snadno dostupné synteticky, mohly by se tyto peptidy vyuzit v praktické
medicing. To souvisi se soudasnou situaci, kdy pfekondvéni resistence bakterialnich patogeni
viéi tradiénim antibiotikiim vyZaduje vyhledévani stile novych typl antibakteridlnich tatek,

2 nich? nejperspektivnéjimi se zdaji byt antimikrobidlni peptidy.

Podstata vyndlezu
Predmétem tohoto vyndlezu jsou antimikrobiaini peptidy majici nasiedujici vzorce:

H-Gly-Met-Trp-Ser—Lys—Ile-Leu-Gly-His-Lcu-Ile-Arg—NHz I
H-Gly-Lys-Tlp-Met—Scr-Leu-Lcu—Lys—His-Ile-Leu—Lys-NHz (IT)
H-Gly-Mct-Trp-Lys-Lys-Ile-Lcu-Gly—His—Leu—Ile-Arg-NHz (I-A/1)
H-Gly-Mct-Trp—Scr-Lys-Ile-Leu-Gly—His-Leu—Lys-Arg—NHz (I-A72)
H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-lle-Leu-Gly-His-Lewlle-Lys-NHy  (IA3)
H-Gly-Lys-Trp-Lys-Ser-Leu—Leu—Lys-His-Ile»Lcu—Lys—NHl (I-A/1)

Tento vyndlez se rovnéZ tykd pouZiti uvedenych antimikrobidlnich peptidd o vzoreich
I, 1, -A/1-3 a II-A/1 pro piipravu antimikrobilnich, antiparazitickych, protiplisfiovych a

protirakovinnych ié¢iv.

Podrobny popis vynédlezu

Peptidy vzorce (I) a (D) byly nazvany halictin I a halictin 1 a isolovany z jedovych
vatkd eusocialnich véel Halictus sexcinctus. Peptidy I a [T, maji vyrazny antimikrobilni

{itinek, doprovazeny nevyraznou hemolytickou aktivitou.

I kdy? primérni funkee téchto peptidil v prirod neni znama, jednd s o jedinetné,
nové, dosud nepopsané peptidy s vytaznymi antimikrobialnimi G¢inky. Své antimikrobialni

Jlastnosti maji diky jedinené primarni struktufe, ktera podmifiuje ucinnou sekundarni
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strukturu v pfitomnosti bunééné membrany bakterii a chemickych litek napodobujicich

vlastnosti membran [9].

Sekundarni struktura halicting, kterd je neuspofadand ve vodném prostfedi, snadno
piechdzi na strukturn a-helixu v pritomnosti latek tuto strukturu podporujicich, jako jsou
trifluoroethanol & dodecylsulfat sodny (SDS) [9], nebo v kontaktu s biologickou
membranou. V tzv. Edmundsonové kruhové projekci [10] (Obr. 1} je patrny amphipathicky
charakter [11, 12] téchto peptidi1 s dobfe definovanym hydrofobnimi i hydrofilnimi sektory.
Rozdgleni téchto dvou sektori na opaéné strany o-helixu, nebo-li tzv. amphipathicita [11,12],
hraje vy’rraznou tlohu pﬁ interakei antimikrobialniho peptidu s bakterialni membrénou a je
v kone¢ném vysledku ke smrti bakterie [6]. V tomto procesu se zdroveii uplathuje kationicita
peptidu [11], ktera je v piipadé halictinu [ zajiSténa ptitomnosti tfi bazickych aminokyselin
(Lys, His, Arg) v sekvenci a v piipadé halictinu II ptitomnosti étyt baéicky"ch aminokyselin
(tfi Lys a jeden His) soustfedénych v hydrofilnich sektorech peptidd. Toto prostorové
uspofadani umozZiiuje elektrostatlckou atrakci kladné nabitého sektoru peptidi k zaporné
nabitym fosfolipidim obsazenych v bakterialni membrané. Hydrofobni sektor peptidi je poté
vnofen do lipofiln{ ¢4sti membrany a po dosazeni urcité koncentrace peptidu na bakteridlni
sténé dojde kjejimu naruleni. Teoreticky mohou halictiny v tzv. antsotropnim prostedi
vytvofit strukturu optimalniho o-helixu o tfech zavitech, jenz je stabilizovan spojenim
jednotlivych zavitd pomoci vodikovych mistkd mezi kysliky o-karbonyld jednoho zévitu a
vodiky -NH- skupin zavitu nasledujictho. Z literatury je zndmo [9], Ze mimé narueni «-
‘helikdlni  struktury miZe piiznivé  eliminovat neZidouci hemolytickou aktivitu
antimikrobidlnich peptidd, kterd je miron toxicity téchto peptidl. To miZeme ovlivnit
nahradou aminokyselin v centrdlni ¢asti molekul halictint za jiné aminokyseliny narusuyici o-
-heliklni uspofadani (tzv. helix braker). Dalsimi ziménami plvodnich aminokyselin [13]
v sekvenci halictindl za jiné ovlivnime celkovou kationicitu, hydrofobicitu & amphipathicitu
halictind ve snaze zvysit jejich antimikrobidlni uéinek a na druhé strané potlalit aktivitu
hemolytickou. Piiklady nékolika zmén a jejich nasledky na antimikrobidlni a hemolytickou

aktivitu peptidii jsou uvedeny v pfikladech.




Prehled obrazkil na vykresech

Obr. 1 znazortiuje helikalni kruhovou projekei halictind: a) halictin I, b) halictin II.
Podtrzené jsou vyznaCeny hydrofobni aminokyseliny, kurzivou bas{ické aminokyseliny (Arg,

Lys, His) a tuéné ostatni hydrofilni aminokyseliny.

Pfiklady_ Mesroeane ot dde A

Priklad 1

[solace z prirodniho materidlu

Véely Halictus sexcinctus byly pochytany v oblasti vychodnich Cech v lokalite Veskd
u Hradce Kralového a po nékolikadennim skladovani pii -20 °C byly vypreparovany jedové
vacky z péti jedinctl. Tyto byly extrahovany smési 50% vodného acetonitrilu s obsahem 0,1%
kyseliny trifluorooctové (TFA) (25 ul). Extrakt byl frakcionovan pomoci vysoceudinné
kapalinové chromatografie (HPLC) na kolong Vydac C-18 (250 x 4.6 mm) pfi pritoku 1
mlmin za poufiti gradientu od 3% acetonitrilivoda/0,1% TFA do 70%
acetonitril/voda’0,1%TFA. Hlavni peptidové frakee, které byly detekovany UV absorpci, byly
sebrény a koncentrovany v rotaénim vakuovém koncentrétoru. Jejich primarni struktura byla
stanovena pomoci hmotové spektrometrie a metodou automatického Edmanova odbouravani.

Halictiny pfedstavuji hlavni peptidovou slozku extraktu.

Ptiklad 2

Syntéza sloucenin vzorcd (T), (11) a jejich analogit [-A a II-A

Tyto peptidy lze syntetizovat metodou syntézy peptidé na pevné fazi (SPPS). Syntéza
byla provedena manualné v 5 ml polypropylenovych injekénich stitkackich s teflonovym
filtrem na dné stfikacky s vywzitim protokolu Fmoc-chemie. Jako pevny nosi¢ byla pouita
pryskyfice Rink Amide MBHA o substituci 0,7 mmol/g. Chranéné Fmoc-aminokyseliny byly
kondensovany ve 4-ndsobném prebytku v dimethylformamidu a ke kondensaci byl pouzit

diisopropylcarbodiimid v ptitomnosti -hydroxybezotriazolu. Surové halictiny () a (II) byly




ziskany odStépenim z  pryskyfice a deprotekei plsobenim  smési  TFA/L,2-
cthanedithiol/HyO/thioanisol/triisopropylsilan (90 : 2,5 : 2,5 : 3 : 2) po dobu 3,5 hodi a
naslednou precipitaci fert-butyl methyl etherem. Timto postupem bylo ziskéno 70 ; 30 mg
surovych peptidii. Cast tohoto materidlu (20 mg) byla v kazdém pipad? &isténa preparativni
HPLC na koloné Vydac C-18 (250 x 10 mm) pfi priitoku 3.0 ml/min a s vyuZitim stejného
gradientu, jaky je popsan vySe. Takto bylo ziskano S;fll mg peptidd &istych podle HPLC,

jejichZ identita byla ovéfena hmotovou spektrometrii, jak udava Tabulka 1.

Tabulka 1. Sekvence halictinii (1) a (II) jejich syntetickych analogi (I-A) a (II-A)

peptid sekvence monoisotopicka molekuldrni hmotnost (Da)

vypoltend nalezena

) H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-Ile-Leu-Gly-His-Leu-lle-Arg-NH, 1408,81 1408,9
(1)  H-Gly-Lys-Trp-Met-Ser-Leu-Leu-Lys-His-lle-Leu-Lys-NH, ~ 1451,88 1451,8
(I-A/1) H-Gly-Met-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-His-Leu-Ile-Arg-NH,  1449,88 14498
(I-A72) H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-Ile-Leu-Gly-His-Leu-Lys-Arg-NH, ~ 1423,82 1423,6
(I-A/3) H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-lie-Leu-Gly-His-Leu-lle-Lys-NH, 1380,81 1380,6
(11-A/1) H-Gly-Lys-Trp-Lys-Ser-Leu-Leu-Lys-His-Ile-Leu-Lys-NH, ~ 1448.93 1449,0

(zaménéné aminokyseliny jsou vytistény tuéné)

Piiklad 3

Stanoveni antimikrobidlni aktivity

Antimikrobialni aktivita byla stanovena jako tzv. minimalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) pozorovanim riistu bakterii v pfitomnosti riznych koncentraci peptidi (Tabulka 2).
Bakterie v exponencidlni fazi ristu byly pfidany k roztoku testovaného antimikrobidlniho
peptidu o razné koncentraci (0,5 a2 100 umol.I"y v LB médiu (obsahuje v 1 1 destil. vody 10 g
tryptonu, § g kvasinkového extraktu a 10 g NaCl) v inkubacnich desti¢kach a inkubovany pfi
37°C po 20 h za stalého tfepani v pfistroji Bioscreen C. Absorbance byla méfena pfi 540 nm

kazdych 15 min. V experimentech bylo pouito 1 x 10* - 7,5 x 10* CFU bakterii (CFU =




e

colony forming unit, tzn. jednotka vytvafejici kolonie). Jako standard byl pouZit tetracyklin v

koncentraci | . '50 umol.l'l.

Tabulka 2. Antimikrobidlni a hemolytické aktivity hatictinu (I) a (I1) a jejich analogl

peptid antimikrobialni aktivita hemolytickd aktivita
MIC {umol.I"] LCso
B.s. Sa Ec Pa
(D 0,7 74 38 435 80
(I 0,8 7.5 2,2 33 80
(I-A/1) 1,1 6,0 1,8 12,5 93
(-A72) 22 100 28 90 >200
(I-A3) 0,75 12,5 6.0 50 111
(I-A/1) 1,5 25 3 12,5 95

B.s,. Bacillus subtilis; S.a., Staphylococcus aureus ; E.c., Escherichia coli; P.a.,

Pseudomonnas aeruginosa

Priklad 4

Stanoveni hemolytické aktivity

Peptidy v koncentraci l;i-OO (200) pumol.I" byly inkubovany s Potkanimi dervenymi
krvinkami (5%) v 0,2 ml fysiologického roztoku po dobu I h pfi 37°C. Poté byly vzorky
centrifugovany pfi 250 g po dobu 5 min. Absorbance supernatantu Byia stanovena pii 540
nm. Jako kontrola pro 100% hemolyzu byl misto peptidu pouzit 0,2% roztok TRITONU
X100. Vysledky testovani jsou uvedeny v Tabulce 2.
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PATENTOVE NAROKY

1. Antimikrobidlni peptidy majici ndsledujici vzorce:

H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-Ile-Leu-Gly-His-Leu-Ile-Arg-NH, (h
H-Gly-Lys-Trp-Met-Ser-Leu-Leu-Lys-His-lle-Leu-Lys-NH, (II)
H-Gly-Met-Trp-Lys-Lys-lle-Leu-Gly-His-Leu-lle-Arg-NH, (I-A/1)
H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-lle-Leu-Gly-His-Leu-Lys-Arg-NH, ([-A/2)
H-Gly-Met-Trp-Ser-Lys-Ile-Leu-Gly-His-[eu-le-Lys-NH, (I-A/3)
H-Gly-Lys-Trp-Lys-Ser-Leu-Leu-Lys-His-Ile-Leu-Lys-NH, (lI-A/1)

2. Pouziti antimikrobidlnich peptidi podle naroku [ pro vyrobu légiva pro Iégeni mikrobialnich,

parazitickych, plisiiovych onemocnéni a pro léeni rakovin,
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Obr. 1 Helikalni kruhové projekce halictini: a) halictin [, b) halictin II
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