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Abstrakt

Antimikrobidlne aktivne peptidy predstavuji jednu z velkych nédeji vedeckej obce a
pacientov na vyrieSenie alebo aspon ¢iasto¢nu eliminaciu stale narastajuceho problému
rezistencie na antibiotikd. Tento jav je pohanany predovsetkym neadekvatnym uzivanim
antibiotik a mdze vazne ovplyvnit’ lieCbu mnozstva infekénych chordb. Blizsi ndhl'ad na tato
problematiku vratane mechanizmov antibiotickej rezistencie je zhrnuty v ivode prace.
Jednym z dovodov, preco sa antimikrobialne aktivne peptidy povazuji za perspektivne
rieSenie lieCby infek¢énych bakteridlnych chorob je fakt, ze pracuju v ,,multi-hit* mdde, ¢o
znamena, ze jednotlivé druhy vyuzivaji viac mechanizmov Uc¢inku. Pochopenie tychto
mechanizmov je kI'icovym predpokladom rozvoja pouzitia peptidov. Nahrada antibiotik
v lie€be infekénych chordb nie je jedinym perspektivnym vyuzitim tejto skupiny peptidov.
Z oblasti mediciny je snaha vyuzit’ ich aj v liecbe chorob, ktoré su sposobené virusmi,

hubami alebo parazitmi.
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Abstract

Antimicrobial peptides represent a great hope for scientists in the effort to solve or at least
partly eliminate the increasing problem of antibiotic resistance. This phenomenon, fuelled
by inappropriate antibiotic use, could seriously influence the therapy of many infectious
diseases. A closer look at the issue is offered in the introduction of this work. One of the
reasons antimicrobial peptides are considered a prospective cure for infectious bacterial
diseases is that they operate in a "multi-hit" mode, which means that individual species use
more modes of action when they operate. More significant development of antimicrobial
peptides is based on understanding those modes of action. Replacement of antibiotics to cure
infectious diseases is not the only perspective use of this group of peptides. Focusing on their
medicinal use, there is an effort to use them to cure diseases of viral, fungal, or parasitic
origin. In other fields, they can find their application in agriculture, aquaculture, the food

industry, or animal breeding.

Keywords

Antibiotic resistance, antibiotics, antimicrobial peptides , mechanism of action



Obsah

Aminokyselinové sekvencie vybranych peptidoy .........ccceeevvvivnnneeriiccciiisiscsnneeniecccssssnnns 8
L UVOM ceeninincensincncnnsenncnsssssessssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 11
1.1 Struéna historia vyvoja antibiotik ...........ccceeeeriiiiiiieniiiiieeeeiiee e 11
1.2 Delenie antibiotik na zaklade pOVOAU .........cccevvviiiiiiiiiieiieieee e 12
1.3 Vlastnosti idedlneho antibiotika............oocceeiiiiiiiiiiiiiieeen 13
1.4 Vplyv antibiotik na miKroflOru ............cceeviieiiiiiiie e 13
1.5 Mechanizmus fungovania antibiotik ..............ccooeeviiiiiiieeieeiiiiiiiieeeeeeeeee e 15
1.5.1 Antibiotiké so schopnostou narusit’ bunecntl Stenu ...........ccceceeeeeeecvvvvrreeeeeennn. 15

1.5.2 Antibiotiké schopné narusit’ buneCnli membranu.............ccccceeeeeevecniiireeeeeennn. 15

1.5.3 Antibiotiké schopné ovplyvnit’ syntézu proteinov ...........ccccceeeeeeeecvinreeeeeeeennn. 15

1.5.4 Antibiotiké schopné narusat’ syntézu nukleovych kyselin.............ccccvveeeeennn. 16

1.6 Rezistencia na antibiotiKa ...........oooouiiiiiiiiiiiii e 17
1.6.1 Priciny antibiotiCKe] T@ZISTENCIC ....evveeeieeeeiiiiiiiieeeeeeeeciiieee e e e e e e e eevareeeeeee e 17

1.6.2 RieSenia a nasledky odolnosti voc€i antibiotikdm .............cccceeeeeeiiiiiiiiieeeeenn. 19

1.6.3 Mechanizmy antibiotiCKej T€ZIStENCIE ........ceeeeeeeereeiiiiiiieeeeeeeeiiiieee e e e e e e 19

1.7 Zhrnutie problematiky antibioticke] reziStencie..........ceeeeeeevveiiiiiiieeeeeeeeieiiiiieeeeeenn, 21
2. CHED PIraACE.ccccciiiiieiiicsssnnereiiesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsanssss 22
3. PrehPad a vlastnosti antimikrobidlne aktivnych peptidov..........ccceevueeriiivnnercinnnnes 23
3.1 Definicia a struna charakterisitika .............ccoeveiiiiiiiiiiiiiieiee e 23
3.2 Delenie AMP podl'a pOVOAU .......cooeeeviiiiiiiie e 23
3.3 Rozdelenie AMP podla aKtiVIty.......cccorouiiiiiiiiiiiiieiiiiee e 25
3.3.1 AMP s antivirusovymi UCINKAMI........cceeriuiiieeeriiiiieeniieeeeeieeeeeeieeee e 25

3.3.2 AMP s antibakterialnymi UCINKaAMI .......oocuviiiiiiiiiiieeiiiie e 27

3.3.3 AMP s antimykotickymi GCINKaMI.........ccuveiiiriiiiiiiiiiiie e 29

3.3.4 AMP z GCIinkom Proti parazitOm ..........ceecuueeeeeriuiieeeeniiiieeeeieeeeeeiieeeeeenineeens 30

3.3.5 AMP s protinddorovymi GEINKAMI ........cccuveiiiiriiiiiiiiiiiee e 31



3.4 Mechanizmy akcie antimikrobialne aktivnych peptidov .........cccceecviiiiiriiiieennnnnnnn. 32

3.4.1 AMP so schopnost'ou priameho zabijania.............cccceeeveiiireenriiiireeeniieee e, 33
3.4.2 AMP schopné imunomodulaciC..........c..eeeeriiiiiiiiiiiiie e 40

3.5 Environmentalne faktory ovplyviiujice aktivitu antimikrobialne aktivnych peptidov
..................................................................................................................................... 42
3.5. 1 KOVOVE I0MY ....eiiiiiiiiiieeeiiiieeeeiiieeeeeiteeeeeeiteeeeeesebaeeeeessseaeeesssseaeessnsseeeeannssens 42
3D 2 PH e ettt e et eeennee e 43
R T TIG B o (0115 VA SRR 43
3.6 Expresia a regulacia AMP ..........oooiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 44
3.6.1 Expresia AMP 0@ KOZI.....voviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee et 44
3.6.2 Expresia AMP v CreVACh ......oooviiiiiiiee e 45
3.7 DESIZN AMP ... e e e e e e e e e e aaaaaes 45
3.7.1 Pouzitie nanotechnologie v dizajne AMP ........ccccvvvviiiieiiiiiiiiiiieeeeeeee, 46
3.7.2 Chemickeé mOdifiKACIE........ceeiiiiiiiiiiii e 47
Qe ZLAVET cuuueeeiecnnrnreicisnnneecssssseesssssssseesssssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssass 49
Zdroje pouzZite] HtEratlily cccccccvvvveeerereecssssssssnneeressssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 50
Zdroje pouZityCh ODIAZKOV.....uuveeeeriiiecisssssssnneeiieesssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 55



Aminokyselinové sekvencie vybranych peptidov

Alameticiny XPXAXAQXVXGLXPVXXQQX/XPXAXAQXVXGLXPVXXEQ
X

Aurein 1.2 GLFDIKKIAESF

APP GLARALTRLLRQLTRQLTRA

Arenicin-1 RWCVYAYVRVRGVLVRYRRCW

As-CATH4 RRGLFKKLRRKIKKGFKKIFKRLPPVGVGVSIPLAGRR

Bac7 (1-35) RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPGPRPIPRPLPFP

Beta-defenzin

ASPAIWGCDSFLGYCRLACFARESSVGQKECAEGMLCCIPN

(QS-BD) VFGTFW

Bombinin-H1 | IGPVLGMVGSALGGLLKKI

Buforin II TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK

Cekropin A | WKLFKKILKVL

Cekropin B RWKIFKKIEKMGRNIRDGIVKAGPAIEVLGSAKAIGK
Citropin 1.2 | GLFDIIKKVASVVGGL

D-gl13k GKIIKLKASLKLL

Dermaseptin-

S9

GLRSKIWLWVLLMIWQESNKFKKM

Dicentracin | FLRSLLRGAKAIYRGARAGWRG

Enfuvirtid YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
Epinecidin-1 | GFIFHIIKGLFHAGKMIHGLV

Fyloseptin-2 | FLSLIPHAINAVSTLVHHF

Gramicidin D | VGAIAVVYWIWIWIWG

HBD-2 (36-41) | KCCKKP

HBD-3

DCYCRIPACIAGERRYGTCIYQGRLWAFCC

Hepcidin GCRFCCNCCPNMSGCGVCCRF

Histatin 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
IDR-1018 VRLIVAVRIWRR

Indolicidin [LPWKWPWWPWRR

Jelein-1 PFKLKLHL

Katelicidin-BF | KFFRKLKKSVKKRAKEFFKKPRVIGVSIPF
KR-12 KRIWQRIKDFLR




Lakticin Q MAGFLKVVQLLAKYGSKAVQAWANKGKILDWLNAGQAID
WVVSKIKQILGIK

Leap-2 MTPLWRVMGNKPFGAYCQDHVECSTGICKGGHCIYSQPIKS

L1-37 KEFKRIVQRIKDFLRNLV

Magainin-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

Melitin GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ

Mersacidin CxFxLPGGGGVCxLxXECIx

Nizin IXSIXLCxPGCKxGALMGCNMKxAxCHCSIHVXK

NP-6 WFkXxFf

Pardaxin GFFALIPKIISSPLFKTLLSAVGSALSSSGEQE

Piscidin FFHHIFRGIVHVGKTIHKLVTG

Plasticin-TR GLVSGLLNSVTGLLGNLAGGGL

PR-39 FFHHIFRGIVHVGKTIHKLVTG

Protegriny RGGRLCYCRRRFCVCV

Puroindoline- | FPVTWRWWKWWKG

A (34-46)

Tanatin GSKKPVPIITYCNRRTGKCQRM

Teixobaktin xISqilStAXI

Poznamka: Jednotlivé aminokyselinové sekvencie su uvedené na zaklade informdacii
z databazy ,, Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides* (Prevzaté dna
11.4.2024 zo stranky: https://dbaasp.org/home). V clankoch, z ktorych cerpa tato praca
casto nebolo presne uvedené, o ktoru formu peptidu sa jedna. Preto boli do tejto tabulky

zaradené aminokyselinové sekvencie najobecnejsich verzii spomenutych peptidov.



Zoznam pouzitych skratiek

ACE-2 Angiotenzin-konvertujuci enzym 2

ACP Antimikrobidlne aktivne peptidy pouzivané na liecbu rakoviny
AMP Antimikrobidlne aktivne peptidy

APD3 Antimicrobial Peptide Database

ATP Adenozintrifosfat

AVP Antimikrobidlne aktivne peptidy s antivirusovym uc¢inkom
DBAASP Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides
DNA Deoxyribonukleova kyselina

HBD Ludsky beta-defenzin

HDP ,Host defense peptides*

HIV Virus l'udskej imunitnej nedostatocnosti

IDR Vrodeny obranny regulator

IL-6 Interleukin 6

IL-10 Interleukin 10

LPS Lipopolysacharid

LTA Lipoteichoova kyselina

OSCC Skvamozny oralny bune¢ny karcindm

PBPs Penicilin-viaztce proteiny

RNA Ribonukleova kyselina

SARS-CoV-2 | ,Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
TNF-alfa Tumor nekrotizujuci faktor alfa

WHO Svetova zdravotnicka organizacia
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1. Uvod

Antibiotikd su produkty mikroorganizmov, syntetické derivaty alebo semisyntetické
zluceniny, ktoré maju antimikrobne ucinky. [23] Ich produkcia a vyuzivanie st povazované
za jeden z kl'ai¢ovych faktorov prediZenia diZky Zivota v dvadsiatom storo&i. [26] Napriek
tomu, Ze antimikrobne aktivne latky spdsobili revoluciu v medicine, infekéné choroby stéale
zostavaju jednou z najCastejSich pri¢in Gmrtia v rozvinutych krajinach. Je to spdsobené
predovsetkym vyskytom novych chorob a navratom chorob, ktoré boli v minulosti rozsirené.

[1]

Antibiotikd mdézeme delit’ na zaklade roznych kritérii, jednym z nich je aj mnozstvo
patogénov, proti ktorému st u¢inné. [23] Mozu mat’ bud’ tizke spektrum uc¢inku, ¢o znamena,
ze cielia na malé mnoZstvo druhov patogénov, alebo Siroké spektrum uc¢inku, ¢o znamena,
ze zasiahnu vicSie mnozstvo druhov baktérii. Antibiotika so Sirokym spektrom uc¢inku st
casto volbou lekarov v pripade, Ze nie je urCeny konkrétny druh patogénu. Je teda vysSia
pravdepodobnost’, Ze podanim antibiotika, ktoré ma potencial cielit’ na vyS$Sie mnoZstvo
druhov patogénov, zasiahne aj rast daného neznameho patogénu. Na druhej strane to ale
moze viest’ aj k neadekvatnemu uzivaniu antibiotik, ak je zvoleny nespravny druh lieku,
a tym padom k podpore vzniku rezistencie na antibiotika. Z pohl'adu prevencie vzniku
rezistencie je teda vyhodnejSie pouzivat’ antibiotikd z uzkym spektrom tuc¢inku, ktoré sa

pouzivaju predovsetkym, ked’ je patogén znamy. [22]

1.1 Stru¢nd historia vyvoja antibiotik

Pouzivanie mikroorganizmov so schopnostou produkovat antimikrobne aktivne latky sa
datuje uz do obdobia spred 2000 rokov. Pisomné zmienky dokladaju, e na tzemi Ciny,

Grécka, Srbska a Egypta sa prikladali kusy plesnivého chlebu na otvorené rany. [ 8]

Prvé vedomé pokusy o vyndjdenie lieku proti infekcidm sa pripisuje Paulovi Ehrlichovi. [42]
Vynasiel liek menom Salvarsan, ktory sa pouZiva na liecbu syfilisu, posobi teda proti
patogénu Treponema pallidum. Paul Ehrlich zalozil svoj vyskum na pouzivani farbiv za
ucelom selektivneho sfarbovania bakterialnych buniek a jeho Styl prace sa povazuje za jeden

z prvych systematickych vyskumov na vyvin lieiv.

Vyskum na poli antibiotik pokracoval vyvinom lieku na baze sulfonamidov s nazvom

Prontosil. Objavil ho Gerhard Domagk. Jeho snaha bola motivovana rodinnymi pomermi,
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tymto liekom totiz zachranil ruku svojej dcéry pred amputaciou. Sulfonamidy, medzi ktoré
radime aj Prontosil, sa povazuju za prvé efektivne a klinicky uzivané antibiotika. Pouzivaju

sa dodnes, no ich pouzivanie sa obmedzilo po prichode penicilinu. [§]

Kym Prontosil a Salvarsan su synteticky vytvorené lie¢iva, penicilin je prvé antibiotikum,
ktoré vzniklo na baze prirodne vyskytujicej sa latky. V roku 1928 Alexander Fleming
pozoroval, ze kolonie baktérie Staphylococcus aureus neboli schopné rastu po kontamindcii
plesiou Penicillium notatum. Néasledne tento druh izoloval a skimal. Zistil, Ze produkuje
latku, ktora je schopnd zabit’ patogény sposobujuce mnohé rozsirené choroby. Tato latka

bola nasledne purifikovand a izolovana. [42]

Penicilin ma beta-laktamov( Strukturu, ktora bola objavena Dorothy Hodgkinovou.
Vyriesila sa tak vedeckd diSputa, ¢i ma beta-laktamovl alebo thiazolidin-oxazolonovu
Struktaru. Znalost’ Struktary penicilinu sa ukézala ako vel'mi dolezitd, pretoze umoziuje
vyvin semisyntetickych derivatov, ktoré maji posluzit’ v boji proti antibiotickej rezistencii.
[8] Pozname dve skupiny penicilinov: prirodzene objavujuci sa a synteticky upraveny.

Ro6zne formy sa pouzivaja pri lie€be roznych druhov chorob. [35]

Po uvedeni penicilinu do klinickej praxe nasledoval takzvany ,,zlaty vek antibiotik®, ktory
ohranicujeme rokmi 1940 a 1960. Bol do velkej miery podnieteny vyskumami Selmana
Waksmana, ktory objavil velké mnozstvo latok s antibiotickym G¢inkom, medzi inymi aj

streptomycin, ¢o bol prvy liek proti tuberkuldze. [8]

Antibioticka rezistencia sa prvykrat objavila v spojitosti s penicilinom, a to relativne kratko
po uvedeni antibiotik na trh. Vedeckd obec odpovedala na rezistenciu na antibiotika
uvedenim novych druhov antibiotik, ktorych bol v tom case vel’ky vyber. No postupne sa
objavovala rezistencia aj na d’alSie antibiotikd a zdsoba novych druhov liekov sa minula.
Tento nedostatok moZnosti liecby sa naplno rozmohol v sedemdesiatych rokoch dvadsiateho

storoCia a trpime nim dodnes. [42]

1.2 Delenie antibiotik na zdklade pdvodu

Antibiotika delime na syntetické, semisyntetické a latky prirodného povodu. [7] Antibiotika
prirodného pdévodu su pre dal$i vyvoj povaZzované za lepSiu moZnost’ nez synteticky
vytvorené antibiotikd, pretoZze ponukaju originalnu Struktiru a vysoku efektivitu. Va¢sina

antibiotik objavenych v dvadsiatom storo¢i vzisla z vyskumu baktérii objavujicich sa
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v pdde. Viac ako polovica antibiotik, ktoré vznikli v druhej polovici dvadsiateho storocia
vzisla z rodu Streptomyces. Objavilo sa niekol’ko teoérii, ktoré sa pokusali vysvetlit’, preco
prave podne mikroby produkuji také mnozstvo prirodnych antibiotik. Tou
najpravdepodobnejsou je, Ze mikroby potrebuji antimikrobidlne aktivne latky na boj o pddu

a zdroje v nej a zérovei ich vyuzivaju ako signalne molekuly na komunikaciu. [8§]

1.3 Vlastnosti idealneho antibiotika

Ako je uz uvedené v tvode tejto prace, jednou z najvacsich vyhod antibiotika méze byt jeho
vysoka selektivita, a to sa vyuziva v pripadoch, kedy je patogén jasne identifikovany. [22]
Medzi d’alSie dolezité vlastnosti patri optimdlna rozpustnost’ v telesnych tekutinach. Latka
zaroven nesmie byt schopna metabolizovat’ sa skor, nez prejavi svoj u¢inok. To isté plati aj
pre antibiotikd, ktoré su podavané ordlnou cestou, tam nesmie byt mozna ani degradacia
kyslym prostredim zaludku. Podané antibiotikum by nemalo negativne ovplyviiovat
prirodzentt mikrofloru organizmu. [23] Tomuto aspektu sa budem podrobnejSie venovat

v d’al$ich Castiach tejto prace.

Zanedbat pri vyskume novych druhov antibiotik nemdzeme ani alergie a rezistenciu.
Antibiotika by mali spdsobovat o najmenej alergickych reakcii a idedlne by nemali
prispievat’ k vzniku rezistencie. [23] Medzi neziadice ucinky radime okrem alergickej
reakcie napriklad aj horucku, ¢o je jeden z najCastejSich prejavov hypersenzitivity. Vyrazka
ako neziadany symptom cCasto sprevadza pozitie antibiotik na baze beta-laktamov
a v neposlednom rade fotosenzitivita, ktorou pacienti trpia pri expozicii ultrafialovému

ziareniu. [7]

Medzi praktické aspekty vyvinu antibiotika bezpochybne patri aj Zivotnost’ samotného lieku

a jeho nenarocnost’ pri skladovani. [23]

1.4 Vplyv antibiotik na mikrofloru

V predoslej Casti som uZ okrajovo nacrtla dolezitost’ zachovania mikroflory po pdsobeni
antimikrobne aktivnej latky. VeI'mi vysoka doleZitost’ sa pripisuje mikrobiote lokalizovanej
v gastrointestindlnom trakte, ktord je najcastejSie poSkodzovana antibiotikami so Sirokym
spektrom U¢inku. [26] Tie totiz maju schopnost’ eliminovat’ rast patogénu aj niektorych

druhov, ktoré st beZznou sucastou zdravého gastrointestindlneho traktu. V zdravom
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traviacom trakte ndjdeme eukaryoty, baktérie, virusy aj archeony. [7] Toto prostredie sa
vyznacuje vel'kou diverzitou druhov, ktoré zabezpecuju vyvoj a funkciu primérnej imunity

a ochranu pred patogénmi. [33]

Obzvlast vysoka pozornost’ by sa mala venovat mikrobiote novorodencov, ktoru do zna¢nej
miery ovplyviiuje matka. T4 je hlavnym zdrojom mikrobov do mikrobioty novorodenca.
Zena, ktora porodila takzvanym prirodzenym pdrodom, zasobi svoje dieta rozmanitej$im
spektrom mikrébov podobnym jej vaginalnej mikroflére. Naproti tomu diet’a, ktoré prislo
na svet cisarskym rezom, bude mat’ ¢revni mikrofloru obsahujucu mikréby, ktoré sa
nachadzaju v nemocnici a na kozi matky. Vplyv na ¢revné prostredie mé aj kojenie. Kojené
deti maju v ¢revach vyssiu koncentraciu zastupcov rodu Bifidobacterium. Materské mlieko
obsahuje oligosacharidy, ktoré st utilizované prave baktériami tohto rodu. Dalsim déleZitym
faktorom pre mikrofloru traviaceho traktu novorodenca je aj potencionalne uzivanie
antibiotik pocas tehotenstva. ZvySené uzivanie antibiotik moéze negativne ovplyvnit
vaginalnu sliznicu matky, ¢o sa ukdze ako problém pri prirodzenom porode. Niektoré typy
lieckov mézu vytvorit’ predispoziciu na alergie alebo astmu v dospelosti plodu, iné mézu
dokonca podnecovat vznik obezity. Podoba ¢revnej mikroflory sa ustali medzi druhym

a Stvrtym rokom Zivota. [26]

Narusenie mikrobioty gastrointestinalneho traktu antibiotikami zostava zdravotnym rizikom
aj po findlnom ustdleni. Mimo in¢ moze viest ku Crohnovej chorobe, astme, obezite
a diabetu. Crevna mikroflora zabezpeluje aj zdravie &revnej steny. [33] Prostredie
traviaceho traktu nie je jediné, ktoré moze byt narusené lie¢bou antibiotikami. Castym

pripadom je aj zmena koznej mikroflory. [2]

Nie vietky druhy antibiotik maji na mikrofloru negativny vplyv. Coraz &astejsie sa
predmetom vyskumu stavaju takzvané ,,eubiotika“. Tieto latky pdsobia antimikrobne, ale
iba na niektoré druhy mikrobov, iné naopak stimuluju a tym podporuju prirodzené zloZenie
mikrobioty. Prikladom takéhoto lieku je nitrofurantoin, ktory sa pouziva pri lie€be infekcii
vylucovacieho systému, azaroven mé schopnost podporit rast druhov kmena
Actinobacteria. Vplyv antibiotik na mikrofloru teda nemusi byt iba negativny, no Zial’, zatial’

nemame vel'a antibiotik, ktoré by mikrobiotu pozitivne stimulovali. [7]
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1.5 Mechanizmus fungovania antibiotik

Vsetky antibiotika zdielaju spolo¢nti vlastnost’ narusat’ kl'aicové vlastnosti bakteridlnych
buniek, na ktoré cielia. Na zaklade sposobu, akym ovplyvnia chod bunky, ich delime na Styri
zakladné skupiny. Mézu naru$it’ syntézu buneCnej steny, naruSit’ bunecni membranu,

ovplyvnit’ syntézu bielkovin alebo ovplyvnit’ syntézu nukleovych kyselin. [23]

1.5.1 Antibiotika so schopnost'ou narusit’ bune¢nu stenu

Do tejto skupiny najcastejSie zarad'ujeme beta-laktamové antibiotika, kam patri ampicilin,
penicilin-V aj penicilin-G, ¢o st zastupcovia penicilinov, ale aj cefalosporiny, d’alej
vankomycin alebo bacitracin. KlI'icovym faktorom tvorby bunecnej steny je takzvany
»cross-linking“, ¢o by sme mohli prelozit’ ako zosiet'ovanie. [43] Tento proces je urcujici
pre pevnost’ bune¢nej steny. Bune¢na stena je tvorena peptidoglykanmi. Peptidové retazce
sa predlzuji pomocou cukrov z polymérov a tvoria tak siet’ peptidov. -D-alanyl-alanin
potrebuje na zosietovanie penicilin-viazice proteiny (PBPs). Niektoré beta-laktamové
antibiotika cielia prave na PBPs, ktoré vytvoria viazbu s beta-laktamom a nie st teda d’alej
schopné podielat’ sa na syntéze peptidoglykanov. [1] Dal§im sposobom méze byt napriklad
vyviazanie enzymu transpeptidazy cez serinové zvysky. [23] Aj ked’ spdsoby narusSenia
procesu stavby bunecnej steny mozu byt’ rézne, vysledok je rovnaky, a to, Ze bunecna stena

je oslabena, tvar bunky je deformovany, ¢o vyusti do smrti bunky. [43]

1.5.2 Antibiotiké schopné narusit’ bune¢nti membranu

Ku skupine antibiotik so schopnost'ou narusit’ bunec¢ni membranu radime polymyxiny alebo
polyény. Polymyxiny sa vyuzivaju pri liecbe infikovanych ran a popalenin. Medzi polyény
patri amfotericin a nystatin. St to velmi U¢inné antimykotikd. Rozrusuju fosfolipidy
v membréne a zapricinia vyliatie obsahu bunky do okolia. Tento druh antibiotik je Casto

produkovany predstavite'mi druhu Bacillus. [23]

1.5.3 Antibiotika schopné ovplyvnit’ syntézu proteinov

Antibiotika ovplyviiujuce syntézu bielkovin maju zvycajne Siroké spektrum téinku. Casto
zasahuju do procesu translacie a naviazu sa na jednu jednotku ribozému, ¢im znemoznia jej
pripojenie k druhej jednotke. [23] Translacia je proces tvorby retazca aminokyselin
s poradim udanym molekulou mRNA, ktord vznikla pri transkripcii prepisom z DNA.

Syntéza proteinov je katalyzovana cytoplazmatickymi faktormi a ribozémami. [1] Ribozoém
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eukaryotickej bunky ma 80S, zatial’ ¢o ribozoém prokaryotickej bunky ma 70S. Maju teda aj
rozdielne jednotky. [23] Bakterialny ribozém sa sklada z jednotiek 50S a 30S .

Jednotku 30S st schopné inhibovat’ aminoglykosidy. Tito pozitivne nabité Castice sa pripoja
k vonkajSej membrane nesticej negativny naboj a vytvoria pory, ktoré umoznia vstup
antibiotika do baktérie. Cielia na ribozémy, musia teda prejst’ aj cez cytoplazmatickl
membranu. Vyuziva sa aktivny transportny mechanizmus zavisly, okrem iného, na kysliku.
Preto sa aminoglykosidy nepredpisuju v pritomnosti anaerébnych baktérii. Ich funkciu ale
podporuju lieky, ktoré inhibuju stavbu bunecnej steny, pretoze ul'ahcuji penetraciu aj pri
malej davke aminoglykosidu. Po tuspeSnom vstupe sa navdzuje na 30S podjednotku
a sposobuje predcasné ukoncenie translacie ¢i nespravne Citanie mRNA. [1] Na jednotku
508 cieli chloramfenikol a erythromycin. Obe sa viazu takym spdsobom, Ze zabranuji vizbe
aminokyselin do retazcov. Chloramfenikol je, okrem in¢ho, znamy tym, Ze bol prvym
antibiotikom so Sirokym spektrom ucinku. Povodne sa ziskaval z prirodnych zdrojov, teraz

sa vyraba synteticky. [23]
1.5.4 Antibiotika schopné nartiSat’ syntézu nukleovych kyselin

Do poslednej skupiny antibiotik so schopnost’ou nartsat’ syntézu nukleovych kyselin radime
rifamyciny. Maja schopnost’ inhibovat’ enzym RNA polymerazu, ¢im zamedzia produkcii
mRNA. Napriklad rifampicin sa pouziva na liecbu tuberkulézy. M4 rozvinutu schopnost’
penetracie tkaniv, ¢o zneho robi velmi vhodny lick. [23] Dal§imi zastupcami su
sulfonamidy, ktoré radime medzi kompetitivne inhibitory syntézy kyseliny listovej. Zastavia
produkciu folatu vd’aka tomu, Ze maju podobnu Struktiru ako para-aminobenzoova
kyselina, ktord je prekurzorom kyseliny listovej. Obe latky na zaklade svojej podobnosti

stiperia o enzym katalyzujuci tvorbu folatu. [30]

Medzi dalSich vyznamnych zastupcov patria chinolony. Maji schopnost’ inhibovat
topoizomerazu, najcastejSie je to topoizomeraza II. Tento enzym je kIicovym faktorom
v replikacii DNA, zabezpecuje ,rozmotanie” nadskrutkovicového vinutia DNA.
Topoizomerazy st pritomné v eukaryotickych aj prokaryotickych bunkéach. Plati vSak, ze
chinolony su Specifickymi inhibitormi bakteridlnej topoizomerazy II. Fluorochinolony,
zastupcovia druhej generacie chinolonov, su aktivne proti gram-pozitivhym aj gram-
negativnym baktéridm. Medzi konkrétnych zastupcov radime levofloxacin, norfloxacin

alebo ciprofloxacin. [41]
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1.6 Rezistencia na antibiotika

Antibioticka rezistencia je povazovana za jednu z najvacsich sucasnych vyziev a prekazok
v boji proti infekénym chorobam. [23] Na zaciatok je dolezité povedat, Ze nie Clovek sa
stdva rezistentnym, je to baktéria, ktord nasledne moéze ¢loveka infikovat’ a sposobit’ tak
tazsie vyliecitelnu infekciu. [3] Jej vznik bol predpokladany uz Alexandrom Flemingom,
[23] ide totiz o vel'mi logicky tkaz, ktory je zapri¢ineny snahou patogénu zmiernit’ letalny

ucinok antimikrobne aktivnej latky.

Odolnost’ voc¢i antibiotikdm mdze byt bud’ vrodend, alebo ziskand. Baktérie s vrodenou
rezistenciou mézu mat’ gén nesuci rezistenciu takpovediac aktivny uz od ,,narodenia“ alebo
dany gén moze byt’ v organizme pritomny s tym, Ze sa prejavi aZ po liecbe antibiotikami. Na
druhej strane baktérie so ziskanou rezistenciou ju vacSinou dostanu ako vysledok mutacie
vlastnej chromozomalnej DNA, translacie, konjugacie alebo transpozicie. [4] Proces
ziskania rezistencie od inej baktérie konjugéciou je vel'mi rychly, a preto sposobuje najviac
problémov s rezistenciou voéi antibiotikam. [23] Dalej sa budeme zameriavat predovsetkym

na ziskanu rezistenciu.

Rezistenciu na aspoi jeden druh antibiotika vykazuje az 70 % vsetkych zndmych patogénov.
[4] Najvacsou obavou vedeckej komunity je, ze ak sa nenajde spdsob boja proti antibioticke;j
rezistencii, zdravotny systém sa pomyselne vrati do doby pred objavom antibiotik, pretoze

zname antibiotika uz na patogény nebudt mat’ vplyv. [6]

Uz teraz sa objavuje Coraz viac infekcii, ktoré, vdaka znizenej efektivite antibiotik, nevieme
tak jednoducho wvylie¢it. Je to napriklad tuberkuldza, sepsa, zapal pluc ainé. [3]
V sucasnosti umrie v Indii dieta kazdych devédt’ minat na infekciu spdsobent patogénom
s antibiotickou rezistenciou. [4] Rezistenciu na antibiotikd modzeme pozorovat
u kohokol'vek bez rozdielu veku alebo povodu. Svetova zdravotnicka organizacia (WHO)
povazuje tento problém za jednu z najvicSich hrozieb verejného zdravia, potravinovej
bezpecnosti a rozvoja. Plati, Ze v Castiach sveta, kde je pristup k antibiotikdm prakticky bez

reguldcie, sa prejavuje tento jav najintenzivnejsie. [3]
1.6.1 Pri¢iny antibiotickej rezistencie

Hlavné dovody vyskytu rezistencie vyplyvaju z nespravneho uzivania antibiotik. Problém
Casto zacina uZ v ordinacidch, kde moze byt nespravne urend diagnodza. Antibiotika nie st
ucinné proti virusom, a tak, ked’ je infekcii pripisovany bakteridlny povod namiesto

virového, dochadza k zbyto¢nému uzivaniu tychto liekov, o podpori rozvoj rezistencie. [4]
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Komplikacie mdze sposobit’ aj svojvol'né uzivanie antibiotik zo strany pacienta. Je to bezné
v krajinach, kde nie je prisna regulacia vydaja antibiotik. Tento pristup mdze nielen podporit’
vznik rezistencie, ale moze budit’ aj mylné zdanie, Ze prebieha liecba, ¢o ¢asto vyusti do

neskorého zaciatku adekvatnej a efektivnej lieCby ochorenia. [4]

Rezistenciu podpori aj nespravne uzivanie alebo naduzivanie antibiotik. Pacient nedokonci
priebeh liecby antibiotikami, v dosledku ¢oho niektoré baktérie preziji a vybuduju si
odolnost. Uz Alexander Fleming vydal prvé verejné varovanie tykajice sa naduzivania

antibiotik, pretoze si uvedomil rizika spojené s takymto spravanim. [4]

Svoj podiel viny na rozvoji tohto fenoménu maji aj farmaceutické spolo¢nosti, ktoré
nevenuju adekvatne mnozstvo financii a pozornosti vyskumu novych antibiotik. [6] 82%
vSetkych schvalenych antibiotik bolo vyvinutych a schvalenych pred rokom 2000. Navyse
pri vyskume antibiotik zotrvali uz iba Styri velké farmaceutické firmy. Zvys$né vyznamné
farmaceutické podniky sa rozhodli cielit’ svoju pozornost’ na vyskum vynosnejSich druhov
liekov. [32] Vyroba antibiotik je menej ekonomicky atraktivna nez produkcia inych liekov,

pretozZe terapia ma vacsinou kratky priebeh a lege artis by ich kupa nemala byt taka Casta.

Problém spociva aj v pristupe lekéarov, ktori uprednostnia lieky, na ktoré st zvyknuti, a nové
antibiotika si nechaju iba ako zalohu alebo na liecbu infekcii, s ktorymi si najpouzivanejsie
antibiotikéd neporadia. To sice oddiali vznik rezistencie na tieto malo uzivané antibiotika, ale

pOsobi to ako demotivujuci faktor pre d’al§i vyskum z ekonomického hl'adiska. [6]

Antibioticku rezistenciu ovplyviiuje aj sposob chovu zvierat ur¢enych na konzumaciu.
Antibiotika su Castou prisadou rastovych vyzivovych doplnkov napriklad hydiny, u ktorej sa
tiez moze objavit’ rezistencia na antibiotikd. Ked sa takto chované zviera skonzumuje,

rezistencia sa moze preniest’ na konzumenta. [4]

Tieto javy vyustia do zmien v rAmci baktérie. Casté je genetickd mutécia, pocas bakterialnej
replikdcie moéze dojst’ k zmene v niekol’kych paroch baz. Viacsina génov pre rezistenciu sa
prendsa pomocou plazmidov. Rozvoju v neposlednom rade napomadha aj selektivny tlak,
ktory moZeme charakterizovat’ ako environmentidlne podmienky, ktoré umoznia vznik
arozvoj jedincov s novo vzniknutou vlastnostou. [4] Je to prave neadekvatne uzivanie

antibiotik, ktoré tento selektivny tlak vytvorilo. [6]
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1.6.2 Riesenia a nasledky odolnosti voci antibiotikam

Medzi najzavaznejsie dosledky patri prediZenie doby ochorenia, ktoré ¢asto musi byt’ lie¢ené
v nemocnici, tym padom nevyhnutne dochadza k predrazeniu zdravotne;j starostlivosti, €o sa
dotyka spolo¢nosti ako celku, ale aj samotného pacienta. Zaroven aj transplanticie

a operacie sa stavaju nebezpecnejsimi v dosledku nedostatku efektivnych antibiotik. [3]

Jednym z novych pristupov v boji s antibiotickou rezistenciou je vyuzitie génového
sekvenovania vo vyrobe novych liekov. T4ato metdda pontka rychlu a efektivnu identifikaciu

rezistencie a jej mechanizmu. [4]

Studie ukazali, ze existuje korelacia medzi antibiotickou rezistenciou a frekvenciou uZivania
rovnakych druhov antibiotik, teda homogenitou. Pacienti, ktori uzivaji urcity druh
antibiotika opakovane, maju Statisticky CastejSie problémy s odolnost'ou voc¢i antibiotikam.

To nés znovu vracia k problematike vyskumu novych antibiotik. [5]

Dalsou sl'ubnou modernou technikou je vyuZivanie bakteriofigov namiesto antibiotik.
Ukazuji sa ako efektivnejSie nez antibiotika a maju aj ta vyhodu, Ze neposkodzuju

mikrofloru gastrointestindlneho traktu. [4]

V poslednom ¢&ase sa ukazuje aj snaha o rychlejsiu diagnostiku. Casto sa stava, Ze pacient
dostane antibiotikd so Sirokym spektrom ucinku eSte pred identifikdciou pritomného
patogénu. Vysledkom toho je, Ze pacient zacne brat’ neefektivne lieky a po vysledkoch testu
zaCne brat’ adekvatne antibiotika, Co zna¢ne predlzuje dobu uZzivania antibiotik ako takych.
Keby sa zrychlil proces identifikacie pritomného patogénu, bola by Sanca zamedzit

zbyto¢nému uzivaniu neefektivnych liekov a zaroven by sa aj skratil priebeh liecby. [5]

Z pohl'adu kazdodennej praxe je pre urychlenie rieSenia problematiky antibiotickej
rezistencie dolezité v prvom rade zamedzit’ prenosu rezistentnych druhov patogénov. Preto
. A ~veor rvciy . . . .7 W ’ , ’ 4 . .

je dolezité znizit' incidenciu infekcii ockovanim, umyvanim ruk, hygienou stravovania
a dodrziavanim zésad bezpecného sexu. Venovat sa informovanosti v tejto téme
a podporovat’ vyskum. A v neposlednom rade uviest’ do praxe adekvatne uzivanie antibiotik.

[3] To sa tyka nielen spravneho vyberu antibiotik, ale aj dizky terapie. [5]
1.6.3 Mechanizmy antibiotickej rezistencie
Pozname Styri hlavné mechanizmy, ktorymi baktérie odolavaja ti¢inku antibiotik:

1. Zabranenie vstupu do bunky

2. Modifikacia miesta, na ktoré cieli antibiotikum

19



3. Inaktivacia lieku

4. Vypudenie lieku

Gram-negativne baktérie st prirodzene menej priepustné pre urcité druhy antibiotik nez
gram-pozitivne baktérie. Vo svojej vonkajsej membrane maju lipopolysacharidova (LPS)
vrstvu, ktord tvori pomyselny Stit. Jednym z praktickych prikladov je nefunk¢énost
glykopeptidovych antibiotik, ktorych zastupcom je napriklad vankomycin, proti gram-
negativnym baktéridm. Ich vonkajS§ia membrana je natol’ko dobrou ochranou, Zze
glykopeptidy nie su schopné penetracie. Ale nie je to len LPS vrstva, ktord brani prieniku
antibiotika do baktérie. Obranou je aj matrix biofilmu, ktory je bohaty na polysacharidy,
proteiny a DNA. Ten poskytuje ochranu gram-pozitivhym aj gram-negativnym baktériim.

[4]

Niektoré baktérie su prirodzene odolné voci urc¢itym druhom antibiotik, pretoze neobsahuju
jednotky, na ktoré antibiotikum cieli. Jednym z najznamejSich prikladov je odolnost’ rodu
Mycoplasma voci penicilinu. Penicilin cieli na peptidoglykan, ktory rod Mycoplasma nema.

[23]

Tento mechanizmus sa ale nevztahuje iba na vrodenu rezistenciu. Castym javom je aj
modifikacia usporiadania alebo mnozstva penicilin-viazucich proteinov. To zmeni citlivost’
na beta-laktamové lieky. [4] Rezistencia Staphylococcus aureus na oxacilin a methicilin, ale

aj odolnost’ Streptococcus pneumoniae voci penicilinu funguje na tomto principe.

Medzi iné spdsoby patri napriklad alteracia v 30S alebo 50S ribozomalnej podjednotke.
Dochadza pri tom aj k ovplyvneniu syntézy bielkovin. Mozna je aj mutacia DNA gyrazy

a topoizomerazy IV, ktora zabranuje védzbe k antibiotiku. [1]

Inaktivacia antibiotika moze nastat’ bud’ degradaciou lieku, alebo zmenou jeho chemickej
Struktlry. Baktérie tvoria enzymy so schopnostou pripajat’ rozne skupiny k antibiotiku, a tak
zabréanit’ naviazaniu sa na cielovu Cast’ baktérie. Najcastej$im a najefektivnejSim je viazanie
fosforylového, acetylového alebo adenylového zvySku. Najtypickejsim prikladom je
modifikacia aminoglykosidov adenylaciou a fosforylaciou. Aminoglykosid-modifikujuce

enzymy kovalentne zmenia hydroxylové alebo amino skupiny a tym inaktivuji molekulu.
[4]

NajcastejSie vyuZzivané antibiotika su zo skupiny beta-laktamov. Vyznacuju sa Stvor¢lennou
beta-laktamovou sluc¢kou. Beta-laktamaza tuto slucku rusi, ¢o zni¢i molekulu beta-laktamu.

[23]
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Poslednym mechanizmom je vypudenie lieku z bunky baktérie. Zékladom tohto spdsobu je
vyuzivanie efluxovych pump, ktoré zachovéavaju nizku koncentraciu antibiotika v tele
baktérie. Pumpy odvadzaji antimikrobialne aktivnu latku z bunky rovnakou rychlost'ou, ako
do nej latka vstupuje. To vytvori rovnovahu a zabrani to antibiotiku dostat’ sa k ciel'ovej Casti
bunky. Pumpy sa nachadzaju v cytoplazmatickej membrane, mozu byt Specifické alebo

mdzu prenasat’ viac druhov antibiotik, ¢o je Castejsi pripad. [1]

1.7 Zhrnutie problematiky antibiotickej rezistencie

Mnohé roky stagnacie v oblasti rieSenia rezistencie na antibiotikd vyustili do alarmujtce;j
situdcie, ktora moze, v najhorSom pripade, skoncit’ nastupom ,,post-antibiotickej* éry. [29]
To by bol stav, v ktorom by sa roky vyskumu antibiotik stali prakticky bezvyznamnymi,
pretoze antibiotikd by uz na va¢sinu patogénov neucinkovali. Dobrou spravou je, Ze sa zacala
vyvijat’ snaha, zradov vedcov, politikov aj zdravotnikov, takémuto scenaru zabranit’. [6]
Existuje niekolko prostriedkov, ktorymi modzeme proti tomuto problému bojovat.
Dolezitym opatrenim je adekvatne predpisovanie antibiotik. Pri liecbe infekcii dychacich
ciest sa spotrebuje velka Cast’ antibiotik, vacSina zbyto¢ne. Je to zapri¢inené vynosnostou
produkcie antibiotik namierenych na liecbu respiraénych infekcii. Pravdou ale zostava, ze
vyuzitie antibiotik pri tomto druhu infekcii nie je vzdy nutné. Dal§im rieSenim je vyvoj
novych ockovacich latok, ktoré by mohli znizit’ dopyt po antibiotikéch. [38] Doraz sa kladie
aj na informovanost’ 'udi, ktori sa mézu, dodrziavanim zakladnych hygienickych navykov,
chranit’ pred mnohymi chorobami a vyhnut sa tak, adekvatnemu aj neadekvatnemu,
uzivaniu antibiotik. [3] Krokom dopredu v boji proti rezistencii je aj vyvoj novych
a vylepSovanie uz objavenych antibiotik. [6] Objavenie novych antibiotik sa vSak stava stale
naroc¢nejSou ulohou. [34] Priestor preto dostdvaju aj inovativnejsie terapeutické moznosti.
Nédej v rieSeni problému predstavuju aj antimikrobidlne aktivne peptidy (AMP), ktoré st
objektom narastajuceho zadujmu vedcov v poslednych rokoch. [15] Predpokladd sa, ze maju
malli nachylnost’ na vyvoj rezistencie, a zdroveit maju Siroké spektrum antimikrobidlnej
aktivity, ¢o z nich robi vel'mi vyhodné terapeutické prostriedky, ktoré by mohli zvratit’ boj

s antibiotickou rezistenciou v nas$ prospech. [40]
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2. Ciel’ prace

Cielom tejto reSersnej bakalarskej prace je poskytnut’ globalny nédhl'ad do problematiky
antimikrobialne aktivnych peptidov s pouzitim dostupnych poznatkov. V ramci komplexne;j
charakteristiky AMP nemozno opomenut’ zakladné vlastnosti, delenie na zéklade povodu
ani expresiu a jej regulaciu. Ambiciou tejto prace je presnejSie popisat’ rozne aktivity AMP
s prihliadnutim predovsetkym na vyuzitie vo farmacii a medicine. Schopnost’ uplatnit’ tieto
schopnosti v praxi je pevne prepojend s pochopenim mechanizmov akcie. Preto bude

jednotlivym principom venovana samostatna kapitola.
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3. Prehlad a vlastnosti antimikrobialne aktivnych peptidov

3.1 Definicia a stru¢na charakterisitika

AMP su skupina peptidov s vel'mi ¢astym vyskytom v prirode a su neoddeliteI'nou sucastou
vrodené¢ho imunitného systému. [15] K roku 2022 bolo zndmych 3324 zastupcov. Najvacsi
rozpuk vo vyskume nastal v devit'desiatych rokoch 20. storocia, kedy bolo nahlasenych viac
ako 300 novych AMP. Odvtedy boli zaznamenané a charakterizované v Sirokom spektre
organizmov. [17] Predstavuju Cast’ prvej obrannej linie organizmu po vniknuti patogénu.
[14] Ukazalo sa, Ze tato skupina peptidov je u¢inna proti baktéridm, hubam, parazitom a aj
virusom. [15] NajcCastejSie sa skima ich G€inok vo¢i gram-negativnym a gram-pozitivhym
baktériam. [18] V niektorych §tidiach sa hovori aj o u¢innosti v liecbe rakoviny. [34] Na
druhej strane aj baktérie si mozu tvorit’ vlastné peptidy, aby ochranili svoju ekologicku niku.
[10] Predpoklada sa, Ze by antimikrobialne aktivne peptidy mohli nahradit’ antibiotikd na
poli mediciny, agrikultiry, akvakultury, stravovania a chovu zvierat. Ich vyskum sa
systematicky zaoberd mechanizmami ucinku, klasifikdciou, mechanizmom dizajnu
a environmentalnymi faktormi. Zaujem o ich blizSie preskiumanie bol podnieteny snahou
o boj proti antibiotickej rezistencii, no v neposlednom rade aj pandémiou virusu Covid-19,

ktora si vyziadala urychleny vyvin novych liekov. [15]

Antimikrobidlne peptidy maji 10-60 aminokyselin. [14] Priemerne to vychadza na 33,26
aminokyseliny na jeden peptid. [15] KItc¢ova ulohu v aktivite zohrava ich amfifilny
charakter, inak povedané pritomnost’ hydrofilnej aj hydrofobnej casti. Tato vlastnost’
umozinuje lahké vniknutie do bune¢nej membrany alebo prienik do cytosolu. [14, 17]
Zvycajne su antimikrobidlne aktivne peptidy nabité pozitivne, su teda kationické, no mame

aj niekol’ko negativne nabitych zastupcov. [15]

3.2 Delenie AMP podl'a povodu

Antimikrobidlne aktivne peptidy mdzeme delit’ na zéklade viacerych kritérii, jednym z nich

je aj povod. Databaza peptidov obsahuje zastupcov zo vsetkych ris. [17]

Medzi zastupcov cicavcov, u ktorych mézeme n4jst’ antimikrobidlne aktivne peptidy, radime
l'udi, ovce a iné. NajcCastejSie sa u cicavcov vyskytuji defenziny a katelicidiny. [15] Radime
ich do skupiny takzvanych ,host defense peptides” (HDP), ¢o su peptidy produkované

réznymi bunkami, ktoré spaja dolezita tloha v odpovedi organizmu na infekciu a zapal.

23



Skuma sa aj ich vplyv na udrzanie mikrobioty organizmu a ich potencialne vyuzitie v liecbe.
[37] V kazdej faze zivota organizmu maju inu expresiu. Napriklad katelicidin LL-37 byva
detekovany na kozi novorodencov, naproti tomu expresia beta-defenzinu sa uskutociuje az
vo vysokom veku. HDP najdeme na réznych Castiach tela, napriklad na kozi, o€iach, usiach,
plucach, ¢revach a podobne. Nemalu ulohu zohravaju peptidy aj v kojeni. Pritomnost’
antimikrobialne aktivnych peptidov v materskom mlieku znizuje umrtnost’ novorodencov.

[15]

Dalsou skupinou st obojzivelnici. Antimikrobialne peptidy hraji délezitt ilohu pri ochrane
proti patogénom. NajbohatSie zastipenie AMP je u ziab. NajznamejSim peptidom je
magainin, ktory je vylu€ovany niektorymi druhmi Ziab cez kozu. [15] Kozné Zlazy su
vyznamnym zdrojom antimikrobidlnych peptidov v organizme obojzivelnikov. Okrem

magaininu najdeme na kozi Ziab aj citropin, bombinin a plasticin.

-----

produkuje iné¢ druhy AMP. Su syntetizované v telach a krvnych bunkach hmyzu. MnoZstvo
tvorenych peptidov je jednym z faktorov vysokej schopnosti adaptécie, ktora napomaha
hmyzu prezit. NajznamejSimi zastupcami su cekropiny. Ngjdeme ich napriklad v
organizmoch vciel alebo octomiliek. Cekropin A je u¢inny proti rakovine alebo zapalovym

ochoreniam. [15]

Antimikrébidlne aktivne peptidy hraji urcujicu rolu v Zivote morskych bezstavovcov,
pretoze nemaju adaptivny imunitny systém. [17] Morskym zdrojom AMP sa v poslednom
Case zacal pripisovat’ vacsi vyznam. VicSina peptidov s morskym pdvodom bola zatial
otestovana iba in vitro, no ukazuju sa uz aj prvé vysledky testovania in vivo. Napriklad As-
CATH4 vykazuje imunostimula¢né ucinky na zivych organizmoch, ma potencial podporit’

schopnost’ lieku potlacit’ infekcie. [15]

U vtakov boli detekované tri hlavné skupiny antimikrobidlne aktivnych peptidov:
katelicidiny, beta-defenziny a LEAP-2. Ten je znamy aj ako pecefiou exprimovany

antimikrobidlny peptid 2. [17]

Ryby pouzivaji AMP ako obranu pred chorobami. U ryb mdzeme néjst’ napriklad hepcidin,

piscidin alebo dicentracin. [17]

Antimikrobidlne aktivne peptidy st produkované baktériami v snahe o udrZanie svojho

zivotného priestoru a nutrientov. Chrania sa tak pred inymi mikroorganizmami v svojom
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zivotnom prostredi. [17] Vzhl'adom na vysoké naklady pri tvorbe AMP syntetickou cestou,
je snaha vyuzivat’ schopnost’ baktérii tvorit’ antimikrobidlne aktivne peptidy. Vyuziva sa
napriklad Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli ainé. Nutno
podotknut’, ze vyuzivanie Escherichia coli na tento ucel je sporné, pretoze vykazuje
komplikécie spojené s toxicitou, proteolytickou degradaciou a purifikdciou. Medzi znamych
zastupcov AMP tvorenych mikroorganizmami patria nizin a gramicidin, st produktami

druhov Lactococcus lactis, Bacillus subtilis a Bacillus brevis. [15]

Rastliny maju schopnost’ produkovat” dvanast’ rodin antimikrobidlne aktivnych peptidov.
[17] M6Zu byt extrahované a izolované zo stonky, semienok a aj listov rastlin. [15] Tioniny

ziskavame zo semien, kvetin a listov, no defenziny iba zo semien. [17]

3.3 Rozdelenie AMP podrla aktivity

Antimikrobne aktivne peptidy sa v ramci databazy APD3 delia do 18 skupin, ktoré moéZeme
zhrnut' do Siestich velkych skupin na zaklade aktivity AMP. St to peptidy u¢inné proti
virom, baktériam, hubam, parazitom, nddorom a Specidlne sa ufinky AMP skumaji aj

v spojitosti s virusom HIV. [15]

3.3.1 AMP s antivirusovymi ucinkami

Vzhl'adom na rastiicu rezistenciu virusov na bezné lieky a obmedzeny ucinok tychto lieckov
v terapii sa AMP s antivirusovym ucinkom stavaju vel'mi dolezitymi. Oznacujeme ich aj
AVP, teda peptidy s antivirusovym ucinkom. [14] Virusy maji potencial sposobit’ velké
straty v oblasti ekonomiky, chovu dobytka, ale aj 'udskych zivotov. Ukézalo sa to aj pocas

nedavnej pandémie Covid-19. [15]

Koronavirusy st rodinou virusov so schopnost'ou infikovat’ zvierata a sposobit’ respiraéné
problémy 'udom. Covid-19 je infekénd choroba, ktora bola prvykrat zaznamenana v Cine
v roku 2019. Je spdsobend virusom SARS-CoV-2. Na tuto chorobu zomrelo 5,5 miliona l'udi
po celom svete, apreto sa ukazala potreba vyndjst efektivnu protivirusova lie€bu na
potlacenie tohto ochorenia. Je pravda, Ze uZ mame vyvinuté vakciny proti koronavirusu, tie
sa aplikuji v rdmci prevencie. Naproti tomu antivirotika st potrebné ako forma pomoci pre

uz infikovanych pacientov. [17]

Spomedzi 3224, v roku 2022, zndmych antimikrobidlne aktivnych peptidov ma 190 AMP

antivirusovl aktivitu a ich potencidlne vyuzitie v lie¢be Covid-19 sa ukazuje vel'mi sl'ubne,
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pretoze maji inhibi¢né efekty na uz zname proteiny SARS-CoV-2 virusu. Jednym
z prikladov skiimanych antimikrobnych bielkovin je brilacidin. Ukazuje sa, Zze ma silnt
antivirusovu aktivitu proti SARS-CoV-2 v testoch in vitro. Iné antivirusovo aktivne peptidy
maju preventivny potencidl. Peptid dermaseprin-S9 by mohol znemoznit’ naviazanie spike
proteinu virusu SARS-CoV-2 na povrch receptoru ACE-2. [17] Doposiall nam chybaju
rozsiahlejsie klinické testy. Hlavnou metédou experimentov na zvieratach je podanie cez
nosovu dutinu, ¢o je pravdepodobny potencialny sposob podania budiceho lieku na baze

AMP. [15]

Covid-19 nie je jediné virusové ochorenie, ktoré mdze byt potlacené antimikrobialne
aktivnymi peptidmi. Stadie ukazuju sl'ubné vysledky aj v boji s HIV, chripkou, herpesom
alebo hepatitidou B. [34]

Antivirusovo aktivne peptidy funguji na réznych bazach. Mézu zablokovat’ naviazanie na
povrchovy receptor hostitel’skej bunky, priamo interagovat’ s virusom, inhibovat’ replikaciu
virusu alebo zabranit’ fuzii virusu s hostitel'skou bunkou. [17] Castym spdsobom je aj
znicenie obalu virusu. Napriklad epinecidin-1 sprostredktiva inaktivaciu virusovych castic
a vykazuje vysoku mieru inhibicie virusovych ochoreni ust a chodidiel. [15] Na druhe;j
strane antivirusové peptidy s ucinkom proti virusu chripky maja schopnost’ regulovat
imunitny systém cCloveka a zvysit' expresiu cytokinov a chemokinov, aktivovat’ bunky

imunitného systému a deaktivovat’ samotny patogén. [14]
3.3.1.1 AMP s ucinkom proti HIV

Human immunodeficiency virus, alebo skratene HIV, je chronickd choroba, ktora si
vyzaduje celozivotnu terapiu. [21] K roku 2022 bolo infikovanych viac nez 39 milionov
Pudi. [24] RozliSujeme dva druhy HIV, a to HIV-1 a HIV-2. Oba druhy maji rozdielnu

vyvojovu historiu a zdiel'aju iba 50 % genetickych znakov. [20]

Stucasné antivirusové lieky poddvané pri infekcii HIV sa zameriavaji na Styri Casti
virusového cyklu: vstup virusu do bunky, reverznd transkripcia, integracia a nakoniec
maturicia virionu. Ako bolo spomenuté, HIV-1 a HIV-2 st vel'mi rozdielne. To je dovodom,
preco znama antivirusova lie¢ba nepdsobi na oba druhy rovnako. Dnes zname pripravky nie
je mozné vyuzivat’ pri ndkaze virusom HIV-2. Aj to je jednym z dovodov, preco je velky
dopyt po vyskume novych liekov na HIV. V poslednej dobe sa viacero §tadii zameralo na
fuzne inhibicné molekuly, hlavne tie, ktoré cielia na glykoprotein na virusovej obalke

s nazvom gp41. Ten hrd vyznamnu rolu vo vstupe virusu do hostitel'skej bunky. [20]
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NajdolezitejSie zatial’ objavené peptidy s uc¢inkom proti HIV su defenziny, kam patri alfa-
defenzin aj beta-defenzin (oba maji iny mechanizmus ucinku), LL-37, gramicidin D,
magainin 2 a iné. Peptid enfuvirtid je G¢innou zlozkou komercéne dostupného lieku proti

HIV. [15]

Velmi ¢asto sa HIV objavuje v kombindcii s tuberkul6zou. LCudia s touto kombinéciou
diagnéz musia brat’ vel’ké mnozstvo lickov, ¢o prinasa rézne komplikdcie. Okrem iné¢ho
napriklad problémy s mentdlnym zdravim, finanénti zataz, ¢asovu narocnost’ zvladnutia
lieCby, ale aj lieckmi vyvolana chorobu pecene. Problémom je vyber vhodnych liekov. WHO
zverejnila udaj, ze aZ pol miliona l'udi ma rezistenciu na rifampicin, ¢o je velmi casto
pouzivané liecivo pri liecbe tuberkuldzy. Objavuje sa potreba novych liekov, ktora by mohla
byt vyrieSend prave antimikrobidlne aktivnymi peptidmi. DokladnejSie preskimanie
mechanizmu u¢inku AMP by malo napomoct’ odkryt’ ich terapeuticky potencial v celej Sirke.

[21]

3.3.2 AMP s antibakteridlnymi i€¢inkami

Prvotnym cielom vo vyskume peptidov s antimikrobidlnou aktivitou bol boj proti
vzrastajucej rezistencii na antibiotikd. Niektori vedci v tom videli takt mieru ddlezitosti, Ze
navrhovali, aby sa antimikrobialne aktivne peptidy nazyvali antibakterialne aktivne peptidy.

[14]

AMP maju Sirsie spektrum ucinku nez klasické antibiotika. St u¢inné proti gram-pozitivnym
aj gram-negativnym baktéridm. Ukazuje sa, ze funguju aj ako podporna liecba pri uzivani
antibiotik a niektoré maju dokonca schopnost’ rozsirit' spektrum ucinnosti antibiotik pii

uzivani v kombinacii. [34]

Antimikrobidlne aktivne peptidy maju vysoky inhibi¢ny efekt na bezné patogény ako
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella a iné. [15] Predpoklada sa, ze budu
mat’ velky vyznam aj v zefektivneni liecby ran. V ranach su skoro vzdy pritomné mikroby,
dochadza totiz k vystaveniu kompromitovanej koznej bariéry vonkaj$im podmienkam.
Chronické rany st definované neschopnostou tkaniva ziskat’ kontrolu nad situéciou
pomocou zépalu, imunitnej odpovede a vnitorného mechanizmu mikrobidlneho zabijania.
Tento stav je vdcSinou podporeny defektmi v metabolickej kontrole, slabou lymfatickou
a arteriovenoznou cirkulaciou, narusenou inervaciou a formaciou rezistentného
mikrobialneho biofilmu. Tieto tazko lie€itelné rany predstavuju idedlny ciel’ pre AMP so

Sirokym spektrom aktivity proti mikrobom a schopnostami ovplyvnit' imunitu. Bunky
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aktivne v hojeni ran maju schopnost’ produkovat’ AMP a modifikovat’ tak proces hojenia ran
a zabijanie mikrébov. Prikladom je peptid D-GL13K, ktory funguje na infekcie popalenin,
alebo polypeptid Pep 19 2.5 vyuzitelny pri liecbe neinfikovanych ran a ran infikovanych

Staphylococcus aureus. [11]

Antimikrobidlne aktivne peptidy maju vplyv na biofilm vo vSetkych stadiach jeho vyvinu.
Robia to viacerymi sposobmi. M6zu zastavit’ formaciu biofilmu tak, ze narusia signaliza¢n
drahu baktérii. Dalej maji schopnost’ obmedzit’ expresiu génov potrebnych na vytvorenie
bakteridlneho biofilmu. Casto podporuju baktérie v tvorbe guanozin-tetrafosfatu
a pentafosfatu. Tym paddom si obmedzené zasoby nutrientov, ¢o vyusti do zastavenia
syntézy nukleovych kyselin. Ale mozu aj zni¢it uz existujici biofilm zmenou

membranového potencialu baktérie. [14]

Najcastej$im mechanizmom ucinku AMP v spojeni s baktériami je narusenie bunec¢nej steny
a plazmatickej membrany baktérie. Vytvoria sa iontové kanaly alebo poéry, ktoré vedu
k zvySenej priepustnosti membrany, ¢o konci vyliatim obsahu bunky a smrt'ou baktérie. [34]
Existuji aj iné sposoby ovplyvnenia baktérii antimikrobidlne aktivnymi peptidmi. Je to
napriklad zabranenim tvorby bunecnej steny. AMP sa naviaze na lipid II, ten je sucastou
molekuly peptidoglykanu a kIiCovym faktorom syntézy bunecnej steny. Mnohé peptidy
maju schopnost’ narusit’ intracelularne funkcie do takej miery, az zabiju baktériu. Je to
napriklad inhibicia syntézy DNA, RNA a bielkovin. Dal$im spésobom méze byt’ znienie
uz existujucej bunecnej steny. AMP mdzu pdsobit’ na membranu viacerymi spdsobmi.
Vznika bud’ transmembranovy model poéru v tvare barelu, alebo v tvare prstenca. Oba druhy
porov st tvorené peptidovymi aj lipidovymi skupinami. Rozdiel je v tom, Ze model s pérom
v tvare barelu si zachovava hydrofobne a hydrofilné dvojvrstvy nedotknuté. Je znamy este
kobercovy model. Pri iom sa netvoria pory. Dochéddza k pril'nutiu antibakteridlne aktivneho
peptidu k bakteridlnej membrane a postupnému prieniku, az kym nie je dosiahnuta urcitd
koncentracia, ktora vyusti do straty integrity a otvoreniu bunky. Vyskum ukazal, ze peptidy
zvyCajne nefunguju na zdklade mechanizmu jedného modelu, ale ze st modely

u jednotlivych peptidov kombinované. [14]

Dobra inhibi¢nt aktivitu vo vztahu ku gram-negativhym a gram-pozitivnym baktériam
ukdzali napriklad peptidy nizin a niektoré defenziny. [15] Rodina katelicidinov vykazuje
mimoriadne vysoké spektrum Gcinku. Je aktivna proti gram-pozitivnym, gram-negativnym
baktériam, hubam, virusom aj prvokom. V porovnani s defenzinmi maji katelicidiny

silnej$iu antibakteridlnu aktivitu. Maju zaroven rapidny baktéricidny i¢inok na mnoho silno
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rezistentnych baktérii. Maju potencidl v liecbe zépalov a infekcii, maji vysoky potencial aj

pri lieCbe sepsy a dermatitidy. [34]

3.3.3 AMP s antimykotickymi u¢inkami

Nadmerné¢ a neadekvatne uzivanie systémovych antibiotik, imunosupresivna lieCba,
chemoterapia a radioterapia navysili mnozstvo infekcii s hubovym pdvodom v populécii.
Podpora vyvinu novych antimykotik je nutnd kvoli nizkemu poc¢tu zndmych antimykotik a
zvySujuce] sa rezistencii urcitych druhov na dostupné antimykotika. Tieto javy veda
k zvySenej morbidite a mortalite, no zaroven podporuji snahy na poli vyskumu. [14] Mnoho
peptidov s antimykotickou aktivitou je G¢innych proti beznym hubovym patogénom, ako su

Aspergillus sp. alebo Candida albicans. [15]

Peptidy s antimykotickymi u¢inkami moéZeme delit’ podl'a viacerych kritérii, Casté je delenie
podla povodu na prirodné, syntetické a semisyntetické. Prirodné st tvorené eukaryotmi,
baktériami a archeonmi. Semisyntetické a syntetické peptidy st navrhnuté tak, aby sa
vyznacovali vyhodnymi farmaceutickymi vlastnostami, zniZzovali imunogenicitu a d’alSie
vedlajsie UcCinky. Vlastnosti ako néboj, stereoSpecificita, hydrofobicita, sekundarna
Struktara a iné urcuju antimykotickl aktivitu peptidu. Napriklad zvySena hydrofobicita

zvysuje antimykoticku aktivitu. [14]

Antimykoticky aktivne antimikrobialne peptidy moézu tuto¢it bud’ na intracelularne
komponenty, alebo na integritu bune¢nej membrany huby. Existuje niekol'’ko mechanizmov
ucinku zahfiajucich priame narusenie membrany, inhibiciu tvorby bunecnej steny alebo
interakciu s hubovymi mitochondriami. Rodina echinokandinov inhibuje 1,3-beta-glukan
syntazu, ¢o je enzym kliCovy pre stabilitu bunecnej steny. Blokaciou tohto enzymu je
bunecna stena destabilizovand a bunka sa stava zranitenou voc¢i osmotickému tlaku. Beta-

glukan syntdzu najdeme u druhov rodu Aspergillus, Cryptococcus a Candida. [18]

Aflatoxin produkovany Aspergillus flavus je pre ludsky organizmus velmi Skodlivy.
Negativne dopady aflatoxinu mézu byt zneutralizované aj antimykotickymi peptidmi.
Lactobacillus plantarum sl0Zi ako zdroj peptidov s antimykotickymi u¢inkami, a to hlavne
proti druhu Aspergillus flavus. Bolo z neho izolovanych az 37 antimykotickych peptidov,
ich kombindacia by mohla redukovat’ mnozstvo 4. flavus v ¢erstvych kukuri¢nych semenéch.

[15]
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Ale aj vyskum v boji proti inym hubam napreduje. Jednym prikladom za vsetky je peptid
AurH1 derivovany z aureinu 1.2, ktory mdze lie€it’ infekcie spdsobené Candida albicans.

[15]
3.3.4 AMP z G¢inkom proti parazitom

Parazity si vel'mi rozmanitou skupinou zivo¢ichov. Radime sem prvoky, ale aj Cervy. Su
pri¢inou mnohych velmi zdvaznych ochoreni. WHO zaradila 11 chorob s parazitickym
povodom medzi takzvané ,,prehliadané* tropické choroby. Medzi najvyznamnejsie radime
maldriu, leishmaniozu, trypanosomidzu a schistozomiazu. [19] Tato skupina je pritomna
predovsetkym v tropickych oblastiach, kde postihuje predovSetkym chudobné komunity,
zeny a deti. Choroby, ktoré do tejto skupiny zaradujeme, sposobuju enormné nésledky

v oblastiach zdravia, ekonomiky a socidlnej sféry. [31]

Choroby s parazitickym povodom sa mozu prenaSat’ réznymi cestami: zo zvierata na
cloveka, z cloveka na ¢loveka, vodou, podou ajedlom. So vzrastajucou rezistenciou na

zname lieky proti parazitom vzrastd aj potreba vyskumu novej liecby. [15]

Antimikrobidlne aktivne peptidy ukazuju velky potencidl liecby leishmaniézy. Toto
ochorenie je sposobené prvokom, prenasa sa hmyzim uhryznutim. Phlebotombus je rod
hmyzu, ktory sluzi ako prenasac. Choroba sa vyskytuje v najchudobnejSich Castiach sveta.
Spaja sa s malnutriciou, zlymi zivotnymi podmienkami a oslabenym imunitnym systémom.
Existuju tri hlavné formy tohto ochorenia. NajCastejSia je koznad forma, tvoria sa pri nej
vredy, d’alej pozname viscerdlnu formu, td je najzavaznejSia a mdéze skoncit’ smrtou.
Poslednou formou je mukokutanna forma, ktora postihuje usta, nos a krk. Problém
predstavuje aj spojenie leishmaniozy s virusom HIV. Tato kombinacia je spojend so silnym

vypuknutim choroby, ¢astymi relapsmi a vysokou mortalitou. [27]

AMP uc¢inné proti leishmanidze boli ndjdené vo viacerych Zivocichoch, napriklad haliktin-
2, ktory bol extrahovany z jedu vciel. Ten vykazuje dobry u¢inok proti leishamdze a nemé
ziadnu hemolyticku aktivitu vo vztahu k P'udskym ¢ervenym krvinkdm. Vysledky sa ukazuju
aj u cekropinu, defenzinov a attacinov, ktoré su prenaSané druhom Lutzomyia longipalpis.
Tie st aktivne pri infekcidch spdsobenych konkrétnym druhom Leishmania infantum

chagasi. [19]

V nedavnych vyskumoch sa nasiel aj AMP, ktory by mohol fungovat’ proti Trichomonas

vaginalis. Je to Epi-1 ama schopnost’ zni¢it membranu tohto parazita. [15] Dalej peptid
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fyloseptin-2 ziskany z zaby Phyllomedusa azurea ma vysoku antiparaziticka aktivitu

a potencial zabranit’ skrizenej rezistencii vd’aka svojej vhodnej chemickej Struktare. [19]

3.3.5 AMP s protinddorovymi tc¢inkami

Rakovina je jednou z hlavnych pri¢in imrtia sicasnosti. Vznika premenou zdravych buniek
na nadorové bunky, ktoré prerastaji aj za hranice svojho prirodzeného miesta a tvoria tak
nadorovi hmotu. Tieto bunky maji schopnost osidlovat’ aj iné Casti tela, tento proces
nazyvame metastdza. Rakovina sa najcastejSie lieCi chemoterapiou, €o je vel'mi agresivny
druh terapie, ktory mé za ciel’ zni¢it’ rychlo rastuce bunky. [36] Objavuje sa vSak potreba
alternativnej liecby, v prvom rade kvoli rezistencii nadoru na chemoterapiu, [17] ale aj kvoli

nizkej selektivite a viacnasobnej rezistencii na lieky. [36]

Niektoré peptidy maji schopnost ni¢it’ nadorové bunky. Tato vlastnost’ mdze byt nasledne
vystupiiovand vhodnou chemickou modifikaciou. Antimikrobidlne aktivne peptidy
pouzivané na liecbu rakoviny maju skratku ACP. Tieto peptidy maju mnoho vyhod. Radime
tam napriklad maly vzrast, vysoka aktivitu, Specificitu, afinitu, nizku reaktivitu s inymi
lieckmi alebo schopnost’ prejst cez membrany. Dodlezity je aj fakt, Ze sa neukladaju
v dolezitych organoch l'udského organizmu, ako st napriklad oblicky alebo pecen, co
znizuje ich toxické vedlajSie ucinky. Nemalou vyhodou je aj ich jednoduchd vyroba

a modifikacia. [36]

Peptidy s protinddorovym uc¢inkom mézu fungovat’ niekol’kymi spdsobmi. Mézu vyuzit
bunky imunitného systému na zabitie nadorovych buniek, indukovat' nekrézu alebo
apoptozu nadorovych buniek, zastavit angiogenézu s cielom eliminovat’ vyzivu nadoru,
jeho transkripciu, translaciu a metastazovanie. [15] Klacovi rolu v optimalizacii
protinadorovej aktivity hra naboj a hydrofobicita. Udrziavanie ich rovnovéhy je pre

maximalizaciu schopnosti eliminovat’ nddor urcujuce. [18]

V nedavnej dobe bolo objavené vel'ké mnoZzstvo peptidov s protinadorovym tcinkom. Radi
sa tam napriklad indolicidin alebo puroindolin A. [15] Dalej bakteriocin vykazuje
cytotoxické efekty voci viacerym druhom nadorov u I'udi. Cekropin B je peptid G€inny proti

rakovine zaludka, pl'ic a proti leukémiam. [19]

Povrch nadorovych buniek, je na rozdiel od zdravych normalnych buniek anionicky, ¢o
podnecuje u€inok AMP. Jeden peptid mdze pdsobit’ na rdzne bunky rozdielnymi sposobmi.
Napriklad LL-37 je jediny z rodiny katelicidinov v tele ¢loveka. M4 schopnost’ inhibovat’

rozvoj rakoviny hrubého ¢reva a rakoviny zalidku. Na druhej strane méZe podporit’ vznik
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arozvoj rakoviny prsnikov, vaje¢nikov, pluc, prostaty, pankreasu a tvorbu maligneho
melanému. Napriklad pri rakovine prsnikov LL-37 napomaha migrécii a metastdzovaniu
rakovinovych buniek. V pripade rakoviny vajec¢nikov zas zlepSuje proliferaciu, migraciu
a invaziu nadorovych buniek vaje¢nikov. Aktivita podporujica vznik nadoru je v pripade

peptidu LL-37 sprostredkovand imunomodulaciou. [19]

Nielen peptidy z rodiny katelicidinov maju tento dvojsecny ucinok, aj v rodine defenzinov
najdeme zastupcov vykazujucich podobné spravanie. U pacientov s metastazujicim
nadorom hrubého Creva sa naSli zvySené hladiny peptidov HNP1-3. Na druhej strane sa
ukizala aj protinddorova aktivita HNPI-3. HNP1 inhibuje rast nadoru plucneho
adenokarcinomu, hrubého Creva a zabranuje rakovine prsnikov. Tieto vysledky dosahuje
vyvolavanim apoptozy, redukovanim angiogenézy a sprostredkivanim protinddorove;j

imunity. [19]

Existuje aj snaha vyuzit antimikrobidlne aktivne peptidy ako markery pri diagnostike
niektorych druhov nadorov. Testovali peptidy skupiny hBD v diagnostike skvamozneho
oralneho bunec¢ného karcindmu (OSCC). OSCC je orofacidlny karcindm vyrastajici
z povrchu sliznice ustnej dutiny. Vznika v désledku ¢astého uzivania tabaku a alkoholu.
Jeho diagnostika nie je jednoduchd, vyuzivaju sa hlavne histologické vySetrenia. Tato
choroba je potencionalne smrtel'nd, Casté st metastazy a nepredvidatel'ny rozsah bujnenia.
Ukazuje sa, ze v zaciatonych Stadiach rozvoja tohto karcindmu je markantne zvySena
expresia hBD-3, pricom expresia hBD-2 je paradoxne znizena. Problémom je, Ze zvySena
hladina hBD-3 sa nevyskytuje iba pri OSCC, tento jav sa vyskytuje aj pri skvamoéznom
nosohltanovom bune¢nom karcindme a je spojeny aj s metastdzami v oblasti lymfatickych
uzlin. Vyuzitie slin na diagnostiku OSCC by sposobilo prelom v diagnostike, no ukézalo sa,
ze peptidy skupiny hBD by ponukali prili§ vysoku variabilitu interpretdcie. Takyto test by
teda nebol dost’ efektivny. Napriek tomu vo vedeckej obci nad’alej pretrvava snaha vyuzivat

na diagnostiku rakoviny telesné tekutiny, ktoré sa mézu ziskat’ neinvazivnou cestou. [25]

3.4 Mechanizmy akcie antimikrobialne aktivnych peptidov

Informécie o sposobe, akym antimikrobidlne aktivne peptidy reaguji s mikroorganizmami,
si kI'i€ové pre vylepSovanie Struktury a d’als$i vyvoj peptidov. Ukazuje sa, Ze AMP maja
uplne iny mechanizmus akcie nez antibiotikd uzivané v sti¢asnej dobe na lieCbu infekeii.

[14] Stadie navyse ukazali, Ze antimikrobialne aktivne peptidy funguju v ,,multi-hit méde.
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To znamena, ze st schopné vykazovat’ viac nez jeden mechanizmus uc¢inku, pri¢om tieto
mechanizmy mozu fungovat’ nezavisle od seba alebo sa mozu vzajomne dopliovat’. Tato

vlastnost’ je d’al§im vyznamnym faktorom pre pouzitie vo farmaceutickom priemysle. [16]

Je nutné podotknut’, Ze nepozname mechanizmus t¢inku kazdého znameho peptidu. Valna
vacsina Studii (predovsetkym v pripade peptidov, ktoré cielia na membranu) sa robi na
umelych lipidovych membranach, ktorych zlozenie a Struktira vykazuje urcité odlisnosti
oproti bakteridlnej bune¢nej membrane. Rovnako tak je rozdiel aj v raste mikroorganizmov
v experimentalnych podmienkach a v organizme. To indikuje, Ze sa eSte m6zu objavit’ isté
odchylky od rozpoznanych mechanizmov pri pouziti antimikrobidlne aktivnych peptidov in

vivo. [34]

Mechanizmy uc¢inku moézu byt rozdelené¢ do dvoch velkych kategérii: peptidy so
schopnost'ou priameho zabijania a peptidy s imunomodula¢nou funkciou. Prva spomenuté
skupina sa eSte d’alej deli na peptidy cieliace na membranu a peptidy, ktoré necielia na

membranu. [18]

3.4.1 AMP so schopnost'ou priameho zabijania

3.4.1.1 AMP cieliace na membranu

Zvysenie permeability bakteridlnej membrany je povazované za Siroko akceptovany
mechanizmus. Spociva v tom, ze antimikrobidlne aktivne peptidy zni¢ia membranové
Struktary baktérie (pripadne je to mozné uplatnit’ aj v nadorovych bunkach), ¢o vyusti do

masivneho tniku bune¢ného obsahu a eventualne do smrti. [34]

Antimikrobidlne aktivne peptidy sa pripoja elektrostatickymi a hydrofébnymi vizbami na
negativne nabit¢ membrany, ako je napriklad vonkajSia bakteridlna lipidovd membrana,
ktord mdze obsahovat’ fosfatidylglycerol alebo kardiolipin ako nositel'ov zdporného ndboja.
Toto spojenie je mozné vd’aka tomu, Ze AMP maja Strukturu s pozitivnym nabojom na

povrchu. Této ich vlastnost’ je klI'i¢ova v schopnosti zabijania mikroébov. [18]

Antimikrobidlne aktivne peptidy nemaju schopnost’ tvorit’ silné vézby s eukaryotickymi
bunkami. [16] Tie su zvycajne neutralne a obsahuji nenabité fosfolipidy, sfingomyeliny
a v neposlednom rade cholesterol, ktory vSeobecne znizuje schopnost AMP viazat’ sa na
bune¢né membrany. [18] To vSak neznamend, Ze eukaryotické bunky nemaju negativne
nabité hlavicky lipidov v membrane. Su vSak otocené smerom do cytoplazmy a nie do

prostredia, AMP s tymito Casticami teda nemdzu tvorit’ vézby. [16]
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Existujii dva spdsoby, ktorymi mézu antimikrobidlne aktivne peptidy utocit’ na bunecnu
membranu a porusit’ ju. Prvy sposob je sprostredkovany receptorom a druhy spdsob funguje

bez receptoru. [36]
3.4.1.1.1 AMP vyuzivajlce receptor

Mechanizmus vyuzivajlci receptory je vyuzivany mensou skupinou AMP. Su to vac¢Sinou
peptidy vytvorené baktériami, virusmi a nddorovymi bunkami. Prikladmi su napriklad nizin,

mersacidin alebo PR-39. [18]

Nizin je peptid vykazujuci antimikrobidlnu aktivitu uz za pomerne nizkych koncentrcii.
Najefektivnejsi je proti gram-pozitivnym organizmom. Tvori védzbu s lipidom II, ktory plni
ulohu receptoru a je zakotveny v membrane, kde sa zucCastiiuje syntézy peptidoglykanu.
Lipid II je zaroven vyznamnym prekurzorom v tvorbe bunec¢nej steny. To je dovod, preco je
nizin taky ucinny prave proti gram-pozitivnym baktériam. Ich prirodzenou charakteristikou
je pritomnost’ peptidoglykanov v bunec¢nej stene. Zvyc€ajne ma tento peptid dve hlavné Casti:
prva sa viaze vel'mi ochotne na lipid II a druha je pory-formujica doména zakotvena

v membrane. [18]

Mersacidin tiez G€inkuje prostrednictvom lipidu II. Medzi u¢inkom nizinu a mersacidinu st
vSak isté rozdiely, aj ked’ funkciu receptoru plni v oboch pripadoch ta istd molekula. Na
rozdiel od nizinu mersacidin uto¢i rovno na funkciu lipidu II a spésobuje narusenie trans-
glykozylacie a syntézy peptidoglykanov. Spolocnou charakteristikou oboch peptidov

zostava fakt, ze cielia na gram-pozitivne baktérie. [18]

PR-39 je d’alsim prikladom peptidu, ktory radime medzi AMP schopné priameho zabitia
pomocou vyuzitia receptoru. V tomto pripade je vyuzivany membranovy receptor SbmA.
PR-39 nie je schopny tvorit’ pory na bakteridlnej] membréane, no ma vela inych uzito¢nych
aktivit, medzi ktoré patri podpora degeneracie niektorych proteinov zahrnutych v replikécit
DNA, ale aj zasahovanie do syntézy bielkovin a DNA pomocou navodenia proteolytickej

aktivity. [18]
3.4.1.1.2 AMP nevyuzivajuce receptory

Tato skupina antimikrobidlne aktivnych peptidov sa zvycajne prirodzene nachadza
u stavovcov aj bezstavovcov. Povrch membrany gram-pozitivnych baktérii aj gram-

negativnych baktérii ma zaporny naboj, ktory umoziuje antimikrobialne aktivnym peptidom
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interakciu. ZvySenie permeability membrany je najcastejSim mechanizmom podsobenia

antimikrobialne aktivnych peptidov. [34]

Mechanizmus znic¢enia bunky prostrednictvom bunecnej membrany ma dva kroky. Prvym
je naviazanie AMP na negativne nabiti bakteridlnu membranu. [34] Vizba je
sprostredkovana elektrostatickymi a hydrofobnymi vizbami vd’aka pozitivnemu néboju na
povrchu antimikrobialne aktivnych peptidov. [ 18] Potom nasleduje samotné zabitie bunky,
to moze nastat’ dvojako: bud’ méze dojst’ k perforacii bune¢nej membrany alebo méze nastat’
znicenie bez perforacie. Smrt’ bunky v pripade, kedy nenastane perforacia, je podmienena
zabranenim fyziologickych procesov bunky, ako je DNA replikacia, RNA transkripcia alebo
syntéza proteinov. Antimikrobidlne aktivny peptid mé schopnost’ zabranit’ tymto procesom

pomocou samotného naviazania sa na povrch bunky. [34]

Membrany gram-pozitivnych aj gram-negativnych baktérii maji vo svojej stavbe niekol’ko
rozdielov. Preto v oboch skupinach evidujeme iné Castice, ktoré umoznia peptidom prienik.

[18]

Gram-negativne baktérie maji na bunecnej membrane zaporne nabité LPS, ktoré umoznia
antimikrobialne aktivnym peptidom vytvorit’ zlom alebo dutinu vo vonkajSej membrane
baktérie, proces je urychleny vymenou hore¢natych a vapenatych iontov pripojenych k LPS.

[18]

Na druhej strane gram-pozitivne baktérie maji tuhy matrix zabezpecujuci pevnost’
bakterialneho povrchu. Je tvoreny peptidoglykanmi a lipoteichoovou kyselinou (LTA),
ktoré st obsiahnuté v bakterialnej stene. Antimikrobidlne aktivne peptidy si schopné
difundovat’ cez pory vo vrstve peptidoglykanov. Svoju ulohu ma ale aj LTA, je to vel'mi
dolezity komponent bunecnej steny gram-pozitivnych baktérii pri interakcii s AMP. Mdze
podporit’ reakciu medzi LTA a AMP tym, Ze poskytne d’alSie miesto, kam sa peptidy mozu

naviazat’. [18]

Po tom, ¢o AMP prejde cez vonkajSiu Cast membrany gram-pozitivnych aj gram-
negativnych baktérii, peptidy sa naviazu na fosfolipidy obsiahnuté vo vnutornej Casti
bunecnej membrany, ¢im sposobuji tvorbu dutiny, ktord zapriCini vyliatie bune¢ného

obsahu do okolia. [18]
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3.4.1.1.2.1 Modely

Mechanizmy su popisané niekol’kymi modelmi. NajCastejSie spominanymi modelmi st
kobercovy model a modely, v ktorych sa tvoria péry, kam radime model s toroidnymi pormi
a sudovo-tycovity model. [15] VSetky tri budu teraz popisané a zaroven aj nazorne graficky

zobrazené na Obrazku 1.

Kobercovy model je obsirne studovany model, ktory dokazuje, Ze antimikrobialne aktivne
peptidy st schopné destabilizovat’ membranu aj bez tvorby Specifickych porov. [18]
Mechanizmus tohto modelu v istom momente pripomina aktivitu detergentov. [36] Prvy
krok spociva v tom, Ze pozitivne nabité antimikrobidlne aktivne peptidy sa pripoja na
negativne nabitu fosfolipidovli membranu, orientované s paralelne ku lipidovej dvojvrstve.
Pokracuje to, az kym peptidy nedosiahnu kritickt koncentraciu a nevytvoria ,,.koberec na
membrane. Ten spdsobi pre bunku neziadané védzbové interakcie na vonkajSej strane
membrany, ktoré vyustia do ruptiry membrany. [ 18] Finalny krok, v ktorom sa z membrany
vytvoria micely, sa nazyva aj detergencny model, pretoze kopiruje aktivitu detergentov.
Kobercovy model nevyZaduje Specifické interakcie medzi monomérmi peptidov
naviazanymi na membrane. Tak isto nie je potrebné formovat Specifické kanaly alebo
peptidové Struktiry. [16] Medzi priklady peptidov kopirujicich tento mechanizmus radime
napriklad LL-37. M4 Strukturu beta-skladan¢ho listu, ¢o je dolezitym faktorom v pripade
tohto modelu. [15] Dal§imi zastupcami st napriklad niektoré cekropiny a indolicidiny alebo

aurein 1.2. [16]

Sudovo-tyCovity model patri medzi modely, u ktorych dochadza k tvorbe pérov. Najprv st
antimikrobialne aktivne peptidy umiestiiuju na povrch membrany, pricom za¢ni vznikat
lateralne interakcie medzi jednotlivymi peptidmi. [36] Monoméry peptidov tvoria agregat.
[18] Dalsim krokom je vertikalny prienik do membrany. [36] Ten moZe nastat’, az ked’ sa
zhromazdi dostatocné mnozstvo peptidov, a to vd’aka elektrostatickym vizbdm medzi AMP
a membranou, ktoré zabezpeCia zmenu konformacie peptidov. Tato zmena spdsobi
nadobudnutie amfifilného charakteru, ktory je podmienkou tvorby poru. Ked” koncentracia
peptidov dosiahne kritickl hodnotu, vznikne por v tvare sidku. Odkaz na tvar tyce je v ndzve
tohto modelu kvoli Gtvarom pripominajicim brvnd v stendch péru. Tento mechanizmus je
z velkej Casti zaloZzeny na nadobudnutom amfifilnom charaktere antimikrobélne aktivnych
peptidov. Hydrofébne zvysky peptidov smeruju k lipofilnym zvySkom v membréne, Cize
dovnuatra membrany. Hydrofilné zvysky st nasmerované dovnutra poru, ¢im tvoria vodny

transmembranovy kanal umoZziujici vypudenie obsahu bunky a néslednti smrt’ bunky. [18]
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Priklady peptidov, ktoré operuju podla tohto modelu, si alameticiny, pardaxin alebo

protegriny. [36]

Toroidny model, pripominajuci aj ¢erviu dieru, zdiel'a vel'a podobnosti so sudovo-tyCovitym
modelom. [18] V oboch modeloch dochédza ku kolmému prieniku do lipidovej dvojvrstvy,
no v tomto pripade chybaju Specifické interakcie medzi peptidmi. Pri toroidnom modeli
peptidy tvoria zakrivenie v lipidovej dvojvrstve a vytvoria pory ciastocne z peptidov
a Ciastocne z fosfolipidovych hlaviciek. [16] Peptidy sa najprv pripoja k membrane
a podstupia analogické Strukturdlne modifikacie, aké podstupili peptidy v sudovo-tyCovitom
modeli. Lipofilné casti peptidov st pripojené k oblasti hlavi¢iek fosfolipidov, ddjde
k premiesteniu. To vytvori trhlinu v hydrofobnej ¢asti membrany. Membrana je naméhana,
stencuje sa a jej povrch sa stdva citlivym voci antimikrobidlne aktivnym peptidom. Ked’ je
dosiahnuta kritickd koncentracia peptidov, vytvoria agregat a z neho toroidny por, ktory
prenikd kolmo do membrany. [18] Jeho stena je tvorend peptidmi aj skupinami
fosfolipidovych hlaviciek. [36] Por je Siroky 1-2 nm. [34] Toroidny model nezachovava
usporiadanie hydrofilnej a hydrofobnej dvojvrstvy tak, ako je to v pripade sudovo-
tyCovit¢tho modelu. Rozrusenie tohto usporiadania poskytuje alternativny priestor na
interakciu s Castami lipidov. [16] Peptidy stile tvoria interakcie s oblastou hlaviciek
fosfolipidov, ale nie su lokalizované v hydrofobnej Casti membrany, ¢o tvori vyznamny
rozdiel medzi tymto modelom a sudovo-tyCovitym modelom. Prikladmi peptidov, ktoré

funguju na zaklade tohto mechanizmu, st magainin 2, lakticin Q a melittin. [18]
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Obrazok [1]: Schematické zobrazenie modelov. Lava Sipka ukazuje toroidny model, strednd Sipka kobercovy model a
prava sipka sudovo-tycovity model

Tieto tri popisované modely funguju bez ucasti ATP. Naproti tomu makropinocytézovy
model zavisi od ATP. Spociva v tom, ze plazmaticka membrana ciel'ovej bunky sa vsunie
do bunky spolu s peptidom a vytvori tak makropinozém. AMP sa dostane do bunky, vypudi
sa zvadku azatne svoje antimikrobidlneho pdsobenie. Dal§imi modelmi si model
elektroporézy a model potapajicej sa plte. V tychto modeloch sa na membrane objavia
nestabilné diery, ktoré sprostredkuji zmenu naboja na oboch stranach membrany, ¢o vyusti
do prehlbovania dier. [18] Okrem tychto modelov existuje aj pomerne vel'ké mnozstvo
inych, nie tak casto vyuzivanych modelov. Napriklad Shau-Huang-Matsazukiho model

alebo model medzifazovej aktivity. [16]

S modelmi sa spaja vel'a r6znych teorii, jednou z nich je, Zze kobercovy model by mohol byt
prekurzorom toroidného modelu. Je pravdou, ze zatial’ bolo testované iba malé mnozstvo
peptidov na redlnej bakteridlnej bunke, vicsina sa testuje na modelovych membranach. Preto
sa predpoklada, Ze pri inych experimentdlnych podmienkach by mohli byt ziskané iné

vysledky v spojitosti s mechanizmom ucinku. [16]
3.4.1.2 AMP necieliace na membranu

Skupina peptidov, ktora necieli svoju aktivitu na membrany, je povaZovana za aktivnejsiu
a silnejSiu skupinu, pretoze demonstruje dudlny mechanizmus u¢inku. NielenZe prejde cez
bune¢ni membranu, ale aj narusi chod fyziologickych pochodov bunky. [34] AMP

prekonaji membranu penetraciou alebo endocytézou. Po preniknuti do cytoplazmy sa
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naviazu na svoj ciel. Struktdr, na ktoré peptidy cielia, mdze byt niekol’ko. Nasledujuca

kapitola bude venovana najvyznamnejSim zastupcom. [15]

Prvou skupinou st AMP s potencidlom inhibovat’ syntézu proteinov. Antimikrobidlne
aktivne peptidy maji schopnost’ ovplyvnit' transkripciu, translaciu aj spravne zlozenie
bielkoviny do jej funkénej formy za ucasti chaperonov. Napriklad Bac7 1-35 cieli na
ribozoémy za ucelom inhibovat’ translaciu proteinov. [15] Do tejto skupiny niektoré zdroje
radia aj PR-39 [19], ktory uz bol v tejto praci zaradeny medzi AMP vyuzivajuce receptor. Je
to tak z toho dovodu, Ze sice inhibuje syntézu proteinov, no vyuziva na to membranovy
receptor, ktory je jeho primarnym cielom. [18] Dalsim prikladom zo skupiny peptidov

inhibujucich syntézu proteinov st peptidy onkocinového alebo apidecinového typu. [19]

Dalsou skupinou su peptidy inhibujice protedzovu aktivitu. Velké mnoZstvo peptidov moze
ovplyvnit mnohé metabolické aktivity prave inhibiciou protedzovej aktivity. Prikladom
peptidu s touto vlastnostou je histatin 5. M4 silny inhibi¢ny efekt na protedzy vylacené
hostitel'om aj baktériou. Dal§imi zastupcami st indolicidin a eNAP-2. St schopné inhibovat
funkciu mikrobiotickej serinovej protedzy, chymotrypsinu a elastazy. Do tejto skupiny
peptidov radime aj katelicidin-BF. Je to antimikrobialne aktivny peptid izolovany z jedu
hada Bungarus fasciatus. M4 mimoriadnu efektivitu v inhibicii trombinom vyvolanej

agregacie krvnych dosti¢iek. Dalej blokuje protedzou aktivovany receptor 4. [15]

Tret'ou skupinou s antimikrobidlne aktivne peptidy zasahujuce nukleové kyseliny. AMP sa
moZu priamo naviazat’ na nukleovu kyselinu, ¢im spdsobia jej znicenie, ale zaroven mézu aj
nepriamo inhibovat’ replikaciu alebo transkripciu DNA. Indolicidiny st peptidy, ktoré uz
boli spomenuté v spojitosti s inhibiciou proteazovej aktivity. Ich d’alSou vlastnostou je
inhibicia syntézy DNA. [19] Specificky zasahuje abéazicky koniec DNA, a zaroveii mozZe
inhibovat’ aj DNA topoizomerdzu 1. [15] Do tejto skupiny sa radi aj buforin II. Neddvne

Stidie ukdzali, Ze ma schopnost’ naviazat’ sa na DNA aj RNA. [19]

Dalsou kategériou su antimikrobialne aktivne peptidy inhibujice delenie bunky. Maju
niekol’ko mechanizmov, ktorymi to dosiahnu. Mézu zablokovat’ replikaciu alebo odpoved’
na poskodenie DNA, d’alej mdézu narusit’ bunecny cyklus alebo zabezpecit' zlyhanie
replikdcie chromozémov. Tento mechanizmus je Casty predovSetkym u antimykoticky
aktivnych peptidov. Napriklad peptid APP moéZe efektivne zabit” Candidu albicans vd’aka
svojim vlastnostiam jednoduchej penetracie bunky, silnej vizbe na DNA a v neposlednom

rade vd’aka schopnosti zastavit’ S-fazu v intracelularnom prostredi. [15]
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Okrem tychto Styroch kategdrii pozname esSte antimikrobidlne aktivne peptidy ovplyviiujuce
aktivitu enzymov. Patri tam NP-6, o je peptid izolovany zo semien korenia, ktory prudko

inhibuje beta-galaktozidazovu aktivitu E. coli. [19]

Dalej to mozu byt peptidy ovplyviiujuce syntézu buneénej steny. Prikladom je teixobaktin,
ktory sa viaze na lipid II a lipid III, ¢o su prekurzory teichoovej kyseliny v bunecnej stene.
Vizby peptidov na lipid II uz boli spominané v spojitosti s inymi zastupcami v kapitole

»AMP vyuzivajlice receptor. [19]

3.4.2 AMP schopné imunomodulacie

Dalsou schopnostou antimikrobidlne aktivnych peptidov je ziskavanie a aktivacia
imunitnych buniek, ¢o vedie k zintenzivneniu zabijania mikrébov alebo kontrole zapalu.
[16] AMP su radené medzi sucasti vrodenej imunity, podielaji sa na prvej odpovedi
organizmu na invaziu patogénov. Maju rozne schopnosti. Niektoré peptidy indukuja
aktivaciu a diferenciaciu bielych krviniek, iné redukuji expresiu zapalovych chemokinov.
[18] Dalej podporujii chemotakticktl aktivitu, stimulujii angiogenézu a moduluju expresiu
zépalovych cytokinov. Vd’aka tymto modulaciam imunitnej odozvy organizmu sa potencial

farmaceutického vyuzitia antimikrobidlne aktivnych peptidov eSte nasobi. [10]

Adekvéatna protizapalova odpoved napomaha eliminécii patogénu a infikovanych buniek,
no nadmerny dlhotrvajuci zapal mdze viest’ k poSkodeniu tkaniva a inym komplikaciam.
Preto by zapalova aktivita mala byt kontrolovana, aby zostala zachovana homeostaza
prostredia. Na zaklade miery expresie antimikrobidlne aktivnych peptidov, mozu peptidy

zéapal aj podporit), aj tisit’. [19]

Podavanie l'udskych peptidov v in vivo modeloch infekcii vykazuje viaceré protektivne
ucinky. Niektoré AMPs moZzu posobit’ ako regulatorne molekuly. Napriklad defenziny mozu
prilakat’ fagocyty a lymfocyty do miesta infekcie, podporit’ proliferaciu fibroblastov alebo
modifikovat’ tok iontov v epitelovych bunkach. Antimikrobialne aktivne peptidy mézu d’alej
zabranit’ Sireniu infekcie a indukovat’ mitézu fibroblastov a epitelovych buniek. Na zéklade
schopnosti peptidov stimulovat’ aktivaciu komplemetu a produkciu cytokinov, sa d’alej

skima ich vplyv na humoralnu imunitu. [14]

Vrodené obranné regulatory (IDR) su syntetické varidcie odvodené od prirodnych
antimikrobidlne aktivnych peptidov. Zastupca tejto skupiny, IDR-1018, sa ukazuje ako
slubny prostriedok na redukciu zépalovej odpovede pri malarii, aj ked nema priamu

antimalaricku aktivitu. Kombindcia niektorych antimalarik a IDR-1018 sa pouzivala
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v pokusoch na mysSiach. Vysledkom bolo, Ze kombindacia tychto latok zredukovala nervovy
zapal, ktory je smrtelny. Napriek tomu, ze AMP sa v prvom rade povazuju za sucast’
vrodenej imunity, na zdklade tohto prikladu vidno, Ze sa vedia podiel’at’ na praci adaptivnej

imunity. [16]

V organizme rozoznavame dva druhy peptidov. Mézu to byt bud’ zékladné peptidy, ktoré su
produkované s istou frekvenciou, alebo si to peptidy, ktorych produkcia je spustena
zapalom. Neutrofily a makrofagy sa vyznacuju tvorbou zékladnych peptidov. Bunky epitelu
produkuju AMP az po stimulacii povrchu sliznice. [ 18] V nasledujucej Casti bude priblizena

aktivita niektorych konkrétnych peptidov.
3.4.2.1 LL-37

Tento peptid bol uz spomenuty v kapitole ,,Modely*, konkrétne pri kobercovom modele. No
ako uz bolo spomenuté v kapitole 1.4, AMPs fungujt v ,,multi-hit* mode, maja teda viacero

mechanizmov, ktorymi méZu operovat’.

LL-37 je peptid, ktory moézu tvorit’ neutrofily, mastocyty, NK bunky a bunky epitelu. [19]
LL-37 ma zna¢ny Uc¢inok na kontrolu prozapalovych mediatorov indukovanych LPS. [11]
Dalej vyznamne podporuje migraciu monocytov a makrofigov a fagocytdzu gram-

pozitivnych a gram-negativnych baktérii. [19]

LL-37 mdze mat’ prozapalovua aj protizapalova aktivitu. V niektorych pripadoch mézu do
velkej miery redukovat uvolnenie prozapalovych cytokinov v LPS-stimulovanych

neutrofiloch, no v inych pripadoch ho m6zu naopak stimulovat’. [19]
3.4.2.2 Defenziny

Defenziny sa vyznacuju silnou pro-zapalovou funkciou. Rozoznavame alfa-defenziny
a beta-defenziny. [19] Povodcami alfa-defenzinov 1-4 su najcastejSie neutrofily. Spolu
s lyzozémami, protedzami a inymi proteinmi sa podiel’aju na zniceni patogénu. Cudské alfa-
defenziny 5-6 st vo velkej miere vylucované Panethovymi bunkami lokalizovanymi na dne

Lieberkiihnovych krypt v tenkom ¢reve alebo epitelovymi bunkami genitélii. [14]

Beta-defenziny (HBD) sa prirodzene objavujli na koZi a sliznici cicavcov. Pripisuje sa im
rola v prepdjani vrodenej a ziskanej imunity. Posobia antimikrobidlne a maju preukazatelnt

imunomodula¢nl funkciu. [14]
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Svoju imunomodula¢nu funkciu plnia regulaciou velkého mnozstva imunitnych buniek.
Maju vplyv na mastocyty, monocyty a makrofagy ¢i pamit'ové T bunky. Zistilo sa, ze HBD
2-4 by mohli stimulovat’ expresiu IL-6, IL-10, MCP-1 a inych dolezitych pdsobkov. Zaroven
HBD 2-3 podporujii mononuklearne a polymorfonukleare bunky v produkcii TNF-alfa, IL-
10 alIL-6 v zapalovom prostredi. Tieto pdsobky navySe podporuju expresiu dalSich
antimikrobialne aktivnych peptidov, ¢im sa cely proces takpovediac cykli. Vzhl'adom na to,
ze su beta-defenziny vo vel’kom pritomné na povrchoch sliznic, povazuji sa za vyznamny

faktor homeostazy a celkového zdravia. [14]

3.5 Environmentalne faktory ovplyviiujace aktivitu antimikrobidlne aktivnych
peptidov
3.5.1 Kovové iony

Aktivitu antimikrobidlne aktivnych peptidov moézu ovplyvnit'® napriklad sodné alebo
hore¢naté kationy. Je dolezité podotknut’, Ze jednotlivé 16ny ovplyvituji peptidy ré6znou
mierou na zaklade svojej valencie. Napriklad dvojmocné kationy su silnejSimi stimulantmi
eliminacie baktérii nez monovalentné katiéony v kombindcii s tanatinom a s-tanatinom, ¢o st
hmyzie AMP. Dal3im prikladom je pritomnost’ chloridu sodného v réznych experimentoch
s antimikrobiadlne aktivnymi peptidmi. V pritomnosti NaCl su signdlne odpovede pocas
asociatnych faz dramaticky zniZzené v roznych kinetickych experimentoch. Vedie to
k znizenej miere asociacie. Tento jav moze byt spdsobeny tieniacim efektom NaCl medzi
pozitivne nabitym peptidom a membranou s zwitterionovym charakterom. Dal§im moznym
dévodom je potencialne naviazanie sodného kationu na fosfolipidova dvojvrstvu, kde i6ny
interaguji s fosfatom a karbonylovym kyslikom lipidovych skupin. Okrem toho,
redukovana aktivita syntetického peptidu v slanom prostredi méze byt podmieneny
naruSenim alfa-helixovej Struktary. Svoj vyznam ma aj koordindcia mednatych

a nikelnatych i6nov. M6ze indukovat’ baktericidnu aktivitu. [9, 15]

V spojitosti s aktivitou antimikrobidlne aktivnych peptidov hrajii vyznamnu rolu aj idny
zeleza. Tie su hojne zastupené v 'udskych slinach. Maja schopnost’ vyraznou mierou zniZit
napriklad antimykotickt aktivitu histatinu 5 rozrusenim jeho alfa-helixovej Struktury. Iony
zeleza tiez napomahajii  k zhlukovaniu peptidov. Rozpoznavaji totiz Specifické
aminokyseliny. Rovnako m6zu napomoct’ formovaniu sol'nych mostov medzi molekulami

peptidov. [15, 28]
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Niektoré AMP st negativne nabité, obsahuju zvysky glutamovej kyseliny a asparagove;j
kyseliny. Vyzaduju zinok ako funkény kofaktor, pretoze zinoc¢naty komplex, v tomto
pripade, navysuje antibakterialnu aktivitu. DalSou funkciou zinoénatych iénov je schopnost’
stabilizovat’ agregéciu peptidov na bune¢nej membrane, to zlepSuje antibakterialny efekt

DCD-1L. [39]

3.5.2pH

Mnoho antimikrobidlne aktivnych peptidov vykazuje antimikrobidlnu aktivitu v pomerne
Sirokom rozmedzi pH. Niektor¢ AMP maju zvySenu aktivitu za posobenia nizkeho pH,
pretoZze maju bazické vlastnosti. Tie su spdté s chovanim histidinu v kyslom pH. Jeho
protondcia podporuje elektrostatické interakcie s anidnovymi povrchmi, a tak napomaha
antibakteridlnej aktivite. Treba dodat, Ze toto je iba jeden priklad, vplyv pH na
antimikrobialne peptidy sa lisi peptid od peptidu. Prikladom peptidu, ktory nepreferuje kyslé
podmienky, je tanatin. Jeho aktivita v boli proti mikrobom je vys$ia v neutralnom pH. [13,

15]

Citlivost niektorych peptidov na pH je casto vyuzivand na docielenie urcitého
terapeutického efektu. DalSou skuto¢nostou je, Ze interakcia nabojov je jednym
z najvyznamnejSich  faktorov zhlukovania peptidov. Preto je upravovanie pH
najpouzivanejSim mechanizmom na kontrolu vzajomného zhlukovania a vzd’al'ovania

peptidov. [13, 15]
3.5.3 Proteazy

Protedzy maju silny nic¢ivy efekt na antimikrobidlne aktivne peptidy. LL-37 vykazuje
najsilnejsi inhibi¢ny efekt na chlamydie, no jeho Uc¢inok je inhibovany protedzou, ktort
vylucuje Chlamydia. Z toho dévodu sa Studie sustred’uju na navrhnutie peptidovych nosicov,

ktoré by tento problém vyriesili. [12, 15]

Na protedzovu aktivitu je nachylny aj KR-12. Pritomnost’ pevnej chitozanovo-silicovej
podpory chrani tento peptid pred hydrolyzu alfa-trypsinom. Miera ochrany je zvySend o 38%
v porovnani so stavom bez nosicu. Na druhej strane existuje aj niekol'ko proteaz, ktoré
podporuji vzajomné zhlukovanie peptidov. To podporuje aktivitu AMP. Prikladmi takychto

protedz su: protedza 65, esteraza 66 alebo fosfatdza 67. [15]
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3.6 Expresia a regulacia AMP

Antimikrobidlne aktivne peptidy sa prirodzene vyskytuji na takmer vSetkych castiach tela
vystavenych mikrobom ako je napriklad koza, ¢revna sliznica, ustna sliznica, plica, oci
a reprodukcny systém. Ako bolo uz spominané v kapitole 1.4.2, ktora sa venovala peptidom
schopnym imunomodulécie, rozoznavame peptidy produkované s istou pravidelnost'ou
a peptidy, ktorych tvorba je vyprovokovana zapalom, tie tvoria vaésiu mnozinu. Specifické
miesta expresie a striktna reguldcia moézu byt kIi¢om k uplnému pochopeniu uc¢inku

antimikrobialne aktivnych peptidov. [10]

AMP st v prirode produkované pomocou ribozomalnej translacie mRNA alebo
neribozomalnou syntézou. Neribozomalne syntetizované peptidy su produkované
predovsetkym baktériami, zatial' ¢o ribozomalne syntetizované peptidy su typické pre
eukaryotov. Mnohé gény antimikrobialnych peptidov zdielaji jeden chromozomalny lokus
a mozu byt spolu aj exprimované. Tento jav je beZzny u alfa-defenzinov a beta-defenzinov.
Tato skupina peptidov je exprimovand vo forme neaktivnych prekurzorov, ktoré nazyvame
prepropeptidy. Obsahuji signalny peptid a pro-doménu, jej hlavna funkcia spociva
v udrziavani zrelého peptidu v neaktivnom stave. Medzi d’alSie schopnosti patri aj spravne
zlozenie C-konca. Po vypudeni do extracelularneho priestoru sa uvolni zrely peptid. Pro-
doména sa vacsinou nachadza na N-konci retazca, vynimkou su rastliny a niektoré druhy
ryb. Variabilita zrelého peptidu je podmienend adaptacii na vyzvy spdsobené patogénmi.
Vicsina AMP podstupuje post-translacné modifikacie dolezité pre ich spravnu funkciu
a Struktaru. V stcasnosti pozname 15 druhov tychto modifikacii. Prikladmi su glykosylacia,

tvorba disulfidickych mostikov, hydroxylacia, fosforylacia a iné. [17]
3.6.1 Expresia AMP na kozi

Keratinocyty, ako bunky prevladajice v pokozke, si sustavne vystavované
mikroorganizmom z vonkajSieho prostredia. To z nich robi prvi liniu obrany pred invaziou
patogénov. Tieto bunky mozu byt vyprovokované k produkcii roéznych peptidov.
Keratinocyty produkuju viaceré peptidy zrodiny beta-defenzinov. Beta-defenzin 1 je
produkovany bez ohl'adu na pritomné podnety, no tvorba beta-defenzinov 2 a 3 je vyvolana
pocas lie¢by ran alebo infekcii. DalSou vyznamnou rodinou peptidov st katelicidiny. Tie st
produkované nielen keratinocytmi, ale aj bunkami s pdvodom v kostnej dreni, ktoré mézeme
najst’ aj na koZi. Su to neutrofily, mastocyty alebo dendritické bunky. Nové poznatky

ukazali, ze dokonca aj adipocyty st vyznamnym zdrojom katelicidinov, ato pocas
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napadnutia Staphylococcus aureus. AMP st tvorené aj komenzdlnymi baktériami

pritomnymi na pokozke, potnymi zI'azami a mazovymi zl'azami. [10]
3.6.2 Expresia AMP v ¢revach

Ludské creva interaguju s velkym mnozstvom komenzalnych baktérii, ale aj s mnohymi
patogénmi. Crevné antimikrobialne aktivne peptidy maju schopnost’ odrazit pozité
patogény, no zaroven zastdvaju vyznamnu ulohu v udrziavani zdravej rovnovahy medzi
hostitel'om a extrémnym mnozstvom komenzalnych baktérii. Panethove bunky st najvacsim
zdrojom AMP v tenkom c¢reve. Produkuju alfa-defenziny HD-5 a HD-6, lektiny, fosfolipazu

2 a angiogenin 4. HD-5 a HD-6 a st exprimované so stalou frekvenciou. [10]

Podobne ako stavovce, aj hmyz secernuje tkanivovo-Specifické AMP na sliznici vnatornosti.

Tie st vyznamnym faktorom odolnosti hmyzu voc¢i intestindlnym parazitom. [10]

3.7 Design AMP

Antimikrobidlne aktivne peptidy ziskané priamo z prirodnych zdrojov ¢asto nemaji vhodnu
Struktaru na pouzitie v terapii. [36] Napriek tomu plati, ze AMP maji celkovo dobré
aplikacné predpoklady. S ich aktivitou je vSak spojenych niekol’ko problémov. [15] Mnohé
AMP, ktoré cielia na membranu takto pdsobia s vysokou efektivitou a moézu vyznamne
narasat’ biologické membrany. Tato vlastnost je pri zneskodiiovani patogénov vel'mi
vyhodnd, no pri vysSej koncentracii peptidov modze vyustit az do posSkodzovania
hostitel'skych buniek, ¢o sa spija shemolytickymi vedlaj§imi u¢inkami. DalSou
komplikaciou je aj nachylnost’ na posobenie enzymov [11], stabilita iba pri ur¢itom pH,
citlivost’ na pritomnost’ Zeleza a urcitych druhov séra alebo vysoka vyrobna cena a technické
problémy. Z tychto komplikacii vyplyvaju aj idedlne vlastnosti antimikrobidlne aktivnych
peptidov: vysokd antimikrobialna aktivita, nizka toxicita voci hostitel'skym bunkam, vysoka
stabilita, nizka sérova vdzobna kapacita a jednoducha a lacna produkcia. Na tieto aspekty
berie zretel vedeckéd obec, ktord venuje v poslednej dobe pomerne vel'a pozornosti praci
s antimikrobialne aktivnymi peptidmi. Pri ich navrhovani je klI'i¢ové navrhnit spravnu
dizku ret’azca, sekundarnu truktiru, naboj, lipofilni-hydrofilny charakter. Existuje niekol’ko
sposobov navrhovania a vylepSovania antimikrobidlne aktivnych peptidov. Je to napriklad
pouzivanie rekombinantnych technik, tvorba podla r6znych motivov alebo templatov,
pocitacovy dizajn, navrh zaloZeny na ,self-assembling® peptidov, pouZivanie vhodnych

prenosnych systémov, ale aj chemickd modifikacia alebo pouzitie nanotechnologie. [15]
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Posledné dva spdsoby budu teraz priblizené detailnejSie. Oba vykazuju velky potencial

v pouziti v klinicej praxi, no zaroven oba funguji na vel'mi odliSnom principe.
3.7.1 Pouzitie nanotechnologie v dizajne AMP

Nanotechnologie su technologiou, ktora moéze do velkej miery potlacit’ neziadtce vlastnosti
antimikrobialne aktivnych peptidov, a zaroven moézu podporit’ ich efektivitu. Hlavnu ulohu
v tejto technike hraju takzvané ,,nanocarriers®, ¢o s nosic¢e vhodné na odoslanie lieCiva.
Umoziuju kontrolované uvolnenie lieCiva vdaka planovanej degradacii nosi¢a. Vyhodou
je, ze metabolickd a chemicka stabilita peptidu je pomerne dobre zachovana, podmieniuje to
biokompatibilita a jednoduchad biodegradéacia pouzivanych materialov. NajcCastejSie su to
lipidy alebo polyméry. Konkrétnym prikladom je nano-gél na baze kyseliny hyalurénove;,
ktory sa pouziva pri aplikacii LLKKKI18, ¢o je analog peptidu LL-37. Jeho aktivita je cielena
predovsetkym voci mykobaktéridm, spominany typ nosic¢a vylepSuje tieto vlastnosti in vivo
aj in vitro. Novym trendom je pouZzivanie zlatych nanocastic. Ich pouzitie je vyhodné,

pretoze vykazuju nizku toxicitu a nie sit imunogénne. [36]

Nanotechnologie nie st novinkou ani vo vylepSovani antibiotik. VylepSuju ich rozpustnost’,
stabilitu, biologicki dostupnost, pomahaju udrzat' stalu aktivitu, a zaroven st schopné

zredukovat’ vedlajSie uc¢inky antibiotika a znizit’ potrebnu davku. [11]

Pouzitie vhodnych nanonosi¢ov na ,,zabalenie** AMP sa nazyva nanokapsulédcia. Tento dej
ma vel'ky potencial, pretoze poskytuje mala velkost’ Castice, vel'ky povrch, vysoku cieliacu
aktivitu, Specificitu, stabilitu, nizku toxicitu a vysoku efektivitu. Nanokapsulacia zaroven
moze zabranit' problémom ako je proteolytickd degradacia a neziaduce membranové

interakcie. [11]

Nanokapsulacia méze fungovat’ bud’ pasivne, alebo aktivne. Pri pasivnej forme procesu sa
nezmenia povrchové Struktiary pocas obalovania. Naopak pri aktivnej kapsulécii sa pridava
ligand s vysokou afinitou a Specificitou cielenia. Ten vedie peptid na ziadané miesto, o je
zvyc€ajne povrch patogénu. [11]

Pouzitie nanoc¢éstic v kombinacii s AMP bolo doposial’ skimané iba na laboratornych
zvieratach, no ocakava sa, Ze by sa tato technika mohla zapracovat’ aj do klinickej praxe. Ich
pouzitie vSak ma jednu velka komplikdciu, ktord eSte iba ¢akd na svoje rieSenie. Peptidy
maju tendenciu interagovat’ so stenou nanonosicov, ¢o vedie k nedostatoénému uvolfiovaniu

lie¢iva a nepostacujicej biologickej dostupnosti. [36]
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3.7.2 Chemické modifikacie

Na vylepSenie stability peptidov vyuzivame velké mnozstvo chemickych modifikacii.
Jednym z hlavnych cielov je ochrana proti proteolytickému natraveniu. D4 sa to dosiahnut’
napriklad zabudovanim D-aminokyseliny (neprirodného povodu) do sekvencie
antimikrobidlne aktivneho peptidu. Enzym je stereospecificky, atak zabudovanie
neprirodnej aminokyseliny predide degradacii zmenou stereochemickych vlastnosti peptidu.
Je vSak nutné dodat’, Ze syntéza peptidov s D-aminokyselinami je finan¢ne vel'mi nakladna.

[16]

Casto vyuzivanou metddou je aj halogenacia. Ta do velkej miery ovplyviiuje aktivitu,
Specificitu a stabilitu antimikrobidlne aktivnych peptidov. Peptid jelein-I sa ziskava
z materskej kaSicky vcely Apis mellifera. Nahradenim fenylalaninu halogenovanym
analégom fenylalaninu sa markantne zvysi antibakterialna aktivita in vitro a zarovei sa zvysi
proteolytickd stabilita. Halogenacia je uzko prepojend aj so Specificitou ucinku
antimikrobialne aktivnych peptidov. Pridanim zvysku s halogénom médze byt podporena
aktivita vo¢i istym druhom patogénov, no zaroven moéze byt zniZzena aktivita voc¢i inym
druhom. [15]

Cyklizacia prebieha u prirodne objavujucich sa antimikrobialne aktivnych peptidov troma
sposobmi: disulfidickymi mostikmi, vntitornym spajanim bo¢nych retazcov a ,,head-to-tail*
cyklenim. Syntéza disulfidickych mostikov vel'mi Casto komplikuje vyvoj syntetickych
peptidov. Prikladom peptidu, ktorého uc¢inky boli vylepsené cyklizaciou, je arenicin-1.
Cyklizacia jeho hlavného retazca spdsobila zvySenie aktivity vo vztahu k niektorym

rezistentnym patogénom, a zaroven nenavysila jeho toxicitu voci hostitel'ovi. [15]

Dalou stratégiou je tvorba ,,peptidomimetika®, ¢o je polymér alebo oligomér pripominajuci
peptid. Hlavnym cielom pri jeho tvorbe je zachovanie 2D a 3D priestorovej Struktiry
postrannych retazcov, no zaroveinn musi dojst’ k pozmeneniu zakladného retazca. Tym by
sme mali zachovat’ aktivitu a zabranit’ proteolyze. Do tejto skupiny radime aj peptoidy, ¢o
st izoméry peptidov, v ktorych st bo¢né retazce pripojené k dusiku zakladného retazca

namiesto a-uhliku. Tato zmena ich robi rezistentnym voci protedzovej degradacii. [16]

,Capping® je pridanie Specifickej modifikacie na C-koniec alebo N-koniec peptidu. Touto
technikou sa docieli nadobudnutie vlastnosti charakteristickych pre prirodné peptidy aj
u syntetickych peptidov. Posttranslacné modifikdcie peptidov hraji vyznamnu tlohu

v zachovavani funkcii AMP a st beZzne pouzivané pri ich dizajne. Modifikacie koncov
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aromatickymi aminokyselinami je hlavny sposob hydrofébneho oznacovania koncov. Pre
tieto ucely sa bezne pouziva tryptofan a fenylalanin. [15]

Poslednym z najbeznejSich spdsobov chemickej modifikacie peptidov je konjugacia
s bocnymi retazcami alebo fragmentmi peptidov. Docielenie konjugécie peptidov je ciel'om
velkej Casti vedeckej obce. Zvladnutie tohto kroku pomodze vytvorit aktivne a stabilné
antimikrobidlne aktivne peptidy s vysokou selektivitou. Tato technika moze zlepsit’
selektivitu u¢inku a stabilitu v roznych podmienkach, ako je napriklad iné pH alebo slanost’

prostredia. [15]
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4. 7.aver

Antibioticka rezistencia je vazny problém sucasného zdravotnictva. Data ukazuji, ze ma
stupniujucu sa tendenciu. Preto bude stale tazsSie najst’ ucinné antibiotika. Antimikrobidlne
aktivne peptidy by mohli byt vhodnou nédhradou za antibiotikd. Okrem toho, Ze sa vyznacuju
priamo antimikrobidlnou aktivitou, maji aj schopnost’ regulovat’ zapalové reakcie, privolavat
bunky a stimulovat’ ich proliferaciu, napomahat’ hojeniu ran, modifikovat génovu expresiu

a regulovat’ imunitné pochody pocas respiraénych ¢1 zapalovych infekcii.

Treba vSak dodat’, Ze na to, aby sa mohli zacat’ bezne pouzivat je stale treba vyrieSit mnoZstvo
komplikécii s nimi spojenymi. Komplikaciou v uvedeni AMP do beznej klinickej praxe je ich
vysokd vyrobnd cena. Problém je aj s nedostatkom toxikologickych §tudii, ktoré by potvrdili
bezpecnost’ peptidov. Vel'kou vyzvou je aj zabrénenie ich pripadnej hemolytickej aktivite.

Prirodné peptidy sa vyznacuju pomerne nizkou stabilitou a kratkym polcasom.

Faktom zostava, Ze aj ked’ mame vela vyziev spojenych s vyvinom idealnych antimikrobidlne
aktivnych peptidov, vykazuji vel'mi dobré vlastnosti a ich d’alsi vyvoj by mohol ponuknut

vyznamny pokrok na poli mediciny, ale aj akvakultary ¢i polnohospodarstva. [34]
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