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Abstrakt

Tato prace pojednava o rostlinnych antimikrobidingeptidech a proteinech.
Antimikrobialni peptidy tvéi jednu ze satasti nespecifické imunity &Siny
eukaryotickych i prokaryotickych organismJejich hlavni funkci je eliminovat
atoky mikrobialnich patogen kterym jsou cilové organismy vystavovany. Obvykle
se jedna o proteiny snizkou molekulovou hmotnodtiétSina rostlinnych
antimikrobialnich pepti@l spada do skupiny PR protéjmebo-Ili proteifi spojenych
s patogenezi. Diky svym antimikrobialnintinkim maji velky potencial ve
farmaceutickém gimyslu, lékdstvi a biotechnologiich nebo v ochéarproti
rostlinnym chorobam a dalSi vyuziti. Cilem tétogarge popsat zakladni raddni
rostlinnych  antimikrobialnich  peptid a proteii, mechanismy jejich
antimikrobialniho gsobeni a nastinit charakteristiku zakladnich skiinproteif.

V zawru prace je popsan vyzkum a vyuzichto latek v sotasnosti a moznosti
jejich vyuziti v budoucnosti.
Kli ¢ova slova: peptidy, antimikrobialni peptidy, antimikrobialnirgteiny, PR-

proteiny

Abstract

This work deals with antimicrobial peptides and tpmas in plants.
Antimicrobial peptides form one part of non-specifinmunity most eukaryotic and
prokaryotic organisms. Their primary function iselominate the attacks of microbial
pathogens, by which are the target organisms expdsi’hese proteins have low
molecular weight. Most of them form a group of FRithogenesis-related) proteins.
Thanks to their antimicrobial effects have the raidrobial peptides and proteins a
great potential in pharmaceutical industry, mediciand biotechnology or in
protection against plant diseases and also in abhglications. The aim of this work
is to describe the primary fission of plant antiralbal peptides and proteins, the
mechanisms of their antimicrobial action and chizmstics of the main groups of
PR-proteins. In the end of this work is describée tcurrent research and
applications and potential uses in the future.

Key words: peptides, antimicrobial peptides, antimicrobialtpnes, PR-proteins
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1. UvOD

Prvni zminky o antimikrobialnich latkdch pochédzi j konce 19. stoleti.
Prestoze lidé vté da@bnemohli analyzovat tyto konkrétni latky, diky peasu
pozorovani zjistili jejich gitomnost. Prvni vyrazny posun na poli vyzkumu
antimikrobiélnich latek byl proveden v roce 192dy Isir Alexander Fleming objevil
enzym lysozym, ktery se vyskytuje ridglad v krvi nebo matském mléce, a u
kterého se prokazaly silné antibakterialginky (Johnson and Larson, 2005). Jeho
aspech pokr&oval v roce 1929, kdy zvejnil objev prvniho antibiotika — penicilinu
(Neubauerovéet al., 2009). Vyzkum antimikrobialnich peptid(zkr. AMPS) se
naplno z&al rozvijet az v druhé polowin20. stoleti. Do dneSniho dne byly objeveny
a zdazeny jiz stovky antimikrobiélnich peptich proteiri a stéle jsou objevovany
nove. Zakladni Udaje, klasifikace acpp antimikrobialnich peptil shromad’uje
nagiklad Databaze antimikrobialnich pegiid(anglicky Antimicrobial peptide
database, zkr. APD). Antimikrobialni peptidy a gioy predstavuji ¥tSinou latky
s nizkou molekularni hmotnosti a jsou &sti nespecifické imunity organismu. Jsou
aktivni proti vSem skupindm mikrobialnich patogem vyjimené nagiklad také
proti hal’atkim nebo hmyzu.

VétSina rostlinnych antimikrobiélnich pepilida proteiri tvoii velky celek
nazyvanyPathogenesis-related proteins, (v ¢estire proteiny spojené s patogenezi)
slozeny z jednotlivych skupin, které se dé&ksto @li do podskupin zahrnujici
jednotlivé zastupce. Kazda skupina se od sebeblidi rozdilnou strukturou,
mechanismem {sobeni nebo svoji specificitou kiittmu patogenuCast &chto
proteini se vyznauje cytotoxicitou, a proto se za normalniho stawskytuji
v meziburcnych prostorach. KromPR proteifi se mezi rostlinné antimikrobialni
proteinytradi napiklad vyznamna skupina protéimaktivujici ribozomy.

Rostlinné antimikrobialni peptidy a proteiny se ydvym antimikrobialnim
vlastnostem vyuzivaji v oblastech, jako je ifildpd farmaceuticky mmysil,
leékarstvi, biotechnologie nebo zedelstvi. Protoze se jednd o pémé now
objevenou skupinu peptida rozvoj technologii a molekulanbiologickych metod
probih& velice intenziv) predpoklada se Siroké vyuzitichto latek v budoucnosti, a
to zejména v oblasti Iékstvi a vyrols 1éki, kde je nafiklad velkd pateba hledat

alternativy k antibiotikm z divodu nafistu bakterialni rezistence. &hto divoda
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se jevi skupina antimikrobialnich peptighko velice perspektivni v mnoha oblastech

technologii a ptmyslu.
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2. PEPTIDY A PROTEINY

Peptidy a z nich td@né proteiny jsou zakladni stavebni sloZkouékusech
organisnii. Predstavuji kolem 15 % nativni hmotnosti BknPo vo@ jsou nejvice
zastoupenou slozkou Zzivych organismMolekuly vody tvdi 70 % celkové
hmotnosti Zivych bugk. Proteiny jsou hlavni sloZzkou nejen z hlediskaolnosti,
ale také hraji ve vSech fikachfadu zZivot dualezitych dloh (Snustad a Simons,
2009).

Funkce proteih se daji rozdlit do 4 zakladnich kategorii. Kraimfunkce
strukturni se jednad o funkce regtnd kdy proteiny reguluji ndjklad piibéh
transkripce, enzymatické, kde enzymyspbi jako katalyzatorjady biochemickych
reakci a jsou nedilnou stasti metabolickych drah v8ech organisentransportni,

kdy proteiny slouzi jakofgnaseéi riznych latek (Clark, 2005).

2.1 Struktura polypeptidi a proteini

Proteiny se skladaji z polypepiickteré jsou kddované geny, a vznikaji pomoci
procesu proteosyntézy. Jednotlivé polypeptidy jteoiené z dlouhychietézci
aminokyselin, které jsou vzajerspojeny kovalentni vazbou, ktera se také nazyva
peptidova nebo peptidicka. Délka proteikolisa od 51 aminokyselin u inzulinu do
vice nez 1000 aminokyselin u fibroinu hedvabi ($adi€ Simons, 2009).

V polypeptidech se din¢ nachazi 20 tznych aminokyselin, tudiz pet
sekvenci aminokyselin, které z nich mohou byt vigwny je obrovsky. Najklad u
polypeptidu obsahujiciho 50 aminokyselin by to b8@3° moznych sekvenci.

VSechny aminokyseliny s vyjimkou prolinu obsahugilnou aminoskupinu a
volnou karboxylovou skupinu. LiSi se od sebe postiai skupiny oznévanych
jako Radikal. Tyto postraniéttzce se rozéluji do 4 skupin:

hydrofobni, nepolarni skupiny
hydrofilni, polarni skupiny
kyselé, negativinabité skupiny

A\

bazické, pozitivel nabité skupiny
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Razné postranni skupiny a jejich chemické odliSnaliavidaji za obrovskou
strukturni a funéni variabilitu proteifi (Snustad & Simons, 2009).

Struktura proteifi se rozdluje do ¢ty Urovni organizace. Jedna se o strukturu
primarni, sekundarni, tercialni a kvartérni. Primiastruktura vyjatlje séazeni
neboli sekvenci aminokyselin v polypeptidickéetzci. Sekundarni strukturadwje
vzajemny prostorovy vztah sousednich nebo blizkachinokyselin. Tercialni
struktura odpovida trojroz¢mému usptadani peptid. Kvartérni struktura se sklada
ze dvou nebo vice polypeptid mnoha podjednotkami (Clark, 2005).

Proteiny jsou také schopnyémit svoji konformaci za ditym Ucelem a opt
poté zaujmout svojitwvodni. Napiklad se tak &e pri denaturaci, kdy protein§asto
koaguluji a po jeji psobeni opt zaujimaji svoji pvodni konformaci. Po trvalé
denaturaci vSak #mi proteiny nevrat#svoji strukturu a nejsou nadale schopné plnit

swvj ucel.

2.2 Biosyntéza proteiti

Proces tvorby peptida proteir, tj. proteosyntéza je jeditiey a slozity proces
probihajici podle genetického kédu a zahrnuje pqdeEntralniho dogmatu*rit

zakladni kroky. Jednéa se o procesy replikace, krggte a translace.

2.2.1 Replikace

Pri replikaci dochazi k vytu@ni a namnozovani kopii nukleovych kyselin.
Tedy z DNA (deoxyribonukleova kyselina) vznikd noldNA, piipadré z RNA
(ribonukleova kyselina) vznika novd RNA. Replikdd®lA probiha v jate buiky
béchem S faze mitotickéhockbni. Ma semikonzervativni fibéh, to znamena, ze
podle jednoho fvodniho viakna DNA vznika vlakno nove, které je thvpdnimu
vlaknu komplementérni. Replikace probiha tak, ZeyenDNA helikdza rozpléta
pavodni dvousrobovici na dwlakna DNA, z nichZ jedno se nazyva vedouci a éiruh
opozdné. Na vedoucim vlaknu se syntetizujgnm nové vlakno DNA pomoci
enzymu DNA polymerazy delta. Na viakmopozd&ném se vytvd pomoci DNA

polymerazy alfa tzv. Okazakiho fragmenty, coz j&o@tké Useky no¥ replikované
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DNA, a tyto Useky jsou nasledinpospojovany pomoci enzymu DNA ligazy.
Vysledkem replikace jsou tedy &@mové dvouSroubovice DNA (Rosypal, 1997).

2.2.2 Transkripce

Proces transkripce s§ioa v genosu genetické informace z DNA do RNA,
ktera vznika pra¥ podle DNA. V bugcném jade nebo v cytoplazenvznikaji podle
jednohotettzce DNA molekuly mRNA. Transkripce probiha wedh zakladnich

krocich, jedna se o tyto kroky:

1. Iniciace — dochazi k rozvinuti dvouSroubovice DNRINA polymeraza se
navaze na promotor DNA a&ee vytvdetiettzec RNA

2. Elongace — v této fazi se prodluZigzec RNA

3. Terminace — probih& ukoéani transkripce, u prokaryot se utoje hotova
RNA a u eukaryot se twb primarni transkript. Po této fazi probihaji u

eukaryot posttranskrémi Gpravy.

Postranskripni Gpravy probihaji pouze u eukaryot. Jedna sidampi cepicky,
kdy je na 5" koneciman 7-methylguanosin, dalsim krokem je polyadergj&kdy
dochazi k pidani poly-A-konce tim zjsobem, Ze se na 3" konci nahraédétiettzce
piiblizné dvéma sty adeninovymi zbytky. A séist je proces, kdy jsou iettzce
pre-mRNA odstraény introny, coz jsou nekddujici sekvence nukleota exony,
které gredstavuji kddujici sekvence, jsou naskedpojeny do kontinualnihtettzce.
Po dokoweni postranskrimich Uprav vznika finalni podoba mRNA, ktera je

piipravena dastnit se procesu translace (Albegttal., 1998).

2.2.3 Translace

Translace je procesfipkterém se podle genetického kodiemaSi geneticka
informace z molekul mMRNA do sekvenci aminokyselipalypeptidech. Translace
probiha v ribozomech, coZ jsou organely skladajéck ti az @ti molekul rRNA a
50-90 fiznych proteifi. Po prohnuté translaci se¢ti na dw ¢asti, na malou a

velkou c¢ast a pi iniciaci translace se @ptyto casti spoji. Sokasti ribozon je také
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40-60 molekul tRNA, které maji za UkalgnasSet a Zazovat spravné aminokyseliny
podle kodonu v mRNA (Snustad & Simons, 2009).

Kodon je trojice za sebou jdoucich bazi v mRNA r&tgi translaci utuje
zabudovani uité aminokyseliny do polypeptidickéltettzce. Pdet kodori je 64 a
kazdy z nich, s vyjimkouit stop-kodofi kdduje jednu aminokyselinu. Ke kazdému
kodonu existuje komplementarni antikodon ugmigtna molekule tRNA, ktery se
sklada zefti nukleotidi a paruje se sifslusnym kodonem. Proces translacéirza
vytvoienim inici&niho kodonu AUG na ribozomu, ktery koduje aminokyse
metionin. U prokaryot konkré&N-formylmethionin.

Translace je ukafena vytvgenim jednoho z termigaich kodori neboli stop-
kodoni. Jedna se o kodony UAA, UAG a UGA, které nekdédagdnou
aminokyselinu. Po translaci vznika primarni struéitypeptidu, po které nasledu;ji
jednotlivé posttranstai Upravy proteifi (Rehoutet al., 2000).

Po posttranstmich Upravach vznikaji hotové peptidy, mezi ktez&zgazuje i

velmi dilezita skupina antimikrobialnich pepii@ proteir.
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3. ANTIMIKROBIALNI PEPTIDY A PROTEINY

3.1 Vyskyt antimikrobialnich peptidia

Antimikrobiélni peptidy (AMPs) a proteiny jsou ul@Zitou sowésti
nespecifické imunity a obrannych mechanigmoti patogeim u mnoha organisin
Proto je jejich vyskyt v buitnych a mezibwtnych prostorach po#mné beézny.
AMPs se vyskytuji u eukaryotickych i prokaryotickyorganisni. Podle internetové
Databaze antimikrobiélnich pepiidAPD) bylo ke dni 10ifijna 2008 uznano a
zarazeno celkem 1228 antimikrobidlnich peftid nichz 65 ma antikarcinogenni
acinky, 75 antiviralni dinky, 327 peptid je antifungalnich a 944 antibakterialnich
(Wang et al., 2008). V anoru roku 2010 bylo podle této databébgeveno a
zarazeno jiz 1528 antimikrobialnich peptid proteiri, jejichZ vyskyt v jednotlivych
skupinach organistnje uveden na obrazku 1 (Wang, 2010).

- — Bakterie 118 (7.7%) Obr. 1: Vyskyt antimikrobialnich
\ B ety I peptich a proteits u jednotlivych
Zdroje AMP . ) taxonomickych skupin organism
— Prvoci 5{0.3%])
o pigig 4(03%) podle databaze APD z Gnoru roku
Eukaryota == Rostliny 217 (14.2%) 2010. Z obrazku je patrné, ze z
e fi\-oéichové 1080 (?13010} L,
celkoveho potu 1528 AMPs
— Lide 54(3.5%)
bylo vice jak 71% objeveno u
B — Ryby 50 Zivocichu. U rostlin je paéet
= Obojzivelnici 592 . , T
Obratlovei = Pho{zmmm 93 objevenych AMPs fblizn¢
= Flaz
L b 29 14.2%. Druha cast obrazku
Zivotichove . . . . .
iy s vyjadiuje  paty objevenych
— Pavouc 24 AMPs u jednotlivych skupin
Bezobratli et
= Mekkvd 6 PR
Zivogicha (upraveno podle Wang,
— Hlisti 19
— Koryii 11 2010).
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3.1.1 Vyskyt u prokaryot

AMPs jsou velmi vyznamnyniinitelem imunitniho systému u mnoha bakterii.
Jsou nazyvany bakteriociny a vykazuji inkidi aktivitu vi¢i bakteriim, které jsou
blizce gibuzné s bakteriemi, které tyto latky produkuji (@bganwo, 2003). Na
rozdil od Sirokospektrych antibiotik maji schopndigvidovat pouze Uzky okruh
patogeri. Bylo zjiS€no, Ze téms vSechny druhy bakterii jsou schopny produkovat
bakteriociny a 99% z nich produkuji alespgden bakteriocin (Shand & Leyva,
2008).

Prvni bakteriociny byly objeveny u baktertescherichia coli v roce 1925
Gratiem. V roce 1946 nazval s Fredericqem tuto skukoliciny (Cascales, 2007).

Antimikrobialni peptidy a proteiny nejsou obsazeny Protozoa pouze
v bakteriich ale také u zastupzfiSe Archea. Tyto antimikrobialni peptidy se podle
nich nazyvaji archaeociny. Vytigi je zastupci archebakterii z dvou
fylogenetickych skupin. Jedna se itddt Haloarchaea, které produkuji archeociny
nazyvané halociny a druhou skupinou je Rdfolobus produkujici sulfolobiciny.
Archeociny stejt jako bakteriociny fisobi na organismy, ktejsou podobni nebo
stejni jako jejich fivodci (Shand & Leyva, 2008).

3.1.2 Vyskyt u eukaryot

U mnohobuiénych organism se antimikrobialni peptidy nazyvaji
eukaryociny. Stejh jako vSechny ostatni peptidy jsou velmi specifickeéym
pusobenim. Jsou ttasto malé, kationtické i nekationtické peptidy rétgsou odolné
vaci vysokym teplotam. Svoji aktivitou naruSuji memiyacilovych bugk.
Eukaryociny byly objeveny prakticky u kazdého mnomacného organismu
(Shand & Leyva, 2008).

3.1.3 Vyskyt u hub

Vyskyt antimikrobialnich peptidu hub je porarné vzacny. Ke dni 29. dubna
2010 jich bylo podle databaze CAMRCdllection of Anti-microbial Peptides)

zarazeno pouze 16.
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3.1.4 Vyskyt u Ziv&icha

Zivogichové jsou denh vystaveni fisobeni miliofi potencialnich patogén
Mohou byt nakazenifimym kontaktem, fijimanim potravy nebo inhalaci. Jejich
schopnost vyhnout se infekci zaleZi na vrozenyclkhaeismech imunitni obrany.
Jednim zd&chto mechanisinje také fisobeni antimikrobialnich peptidHancock &
Scott, 2000).

U bezobratlych Zivéichu je nejvice prostudovany vyskyt antimikrobialnich
peptidi u hmyzu, konkréth u modelového organismu octomilkyDrosophila
melanogaster). Prvni AMP byl u ni objeven vroce 1970 tymengded na
mikrobiologickém oddleni na univerzit v Umee ve Svédsku (Strominger, 2009).
Pozdiji bylo zjisteno, Zze genom octomilky kdéduje nejméeB4 antimikrobialnich
peptidi, mezi gz pati nagiklad cecropiny se Sirokospektrynmigmbenim, které jsou
acinné proti gramnegativnim bakteriim a houbam, ddlsou AMPs se specifickym
acinkem, jako nafiklad attaciny, které @i gramnegativni bakterie a drosomycin
acinny proti houbam. (Neubauerowd al., 2009). Seznam ékterych dilezitych

AMPs u vybranych Ziv&chi je uveden v nésledujici tabulce.

Tab. 1: Vybrani zastupci eukaryogitupraveno podle Andreu a Rivas, 1998)

Nazev peptidu Vyskyt
Andropin octomilka Drosophila melanogaster)
Bombolitin ¢melak Megabombus pensilvanicus)
Cecropin P1 pras&(s scrofa)
CRAMP mys Mus musculus)
FALL-39 ¢lovék (Hommo sapiens)
Misgurin piskd (Misgurnus anguillicaudatus)
Seminalplasmin skoBps taurus)
Prophenin prasex(is scrofa)
Lebocin 1 bourecBombyx mori)
Esculentin skokarRana escul enta)
Thanatin plosticeRodisus maculiventris)
Styelin sumka$tyela clava)
Magainin 1 drapatkaxenopus laevis)
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3.1.5 Vyskyt u rostlin

Vzhledem k tématu této prace se budu zabyvat vgskyantimikrobialnich

peptidi a proteiri u rostlin podrob#é v dalSich kapitolach.

3.2 Rozdleni antimikrobialnich peptidi

Antimikrobidlni peptidy jsou stefnjako vSechny peptidy pafmé raznorodé
latky, které se liSi jak svym vyskytem, tak svymispbenim a sloZzenim.
Antimikrobialni peptidy nizeme rozdlit podle reékolika kriterii. Jedna se néglad
o rozctleni podle jejich vyskytu. Vyskytuji se v btimych strukturach jak u
prokaryot, tak i u eukaryot. Podrajinse této problematice énuji v kapitole o
vyskytu antimikrobiélnich peptid

Antimikrobiélni peptidy nizeme rozdlit také podle jejich struktury. AMPs
podle struktury dime doctyi zakladnich skupin, z nichZ nejvyzna&#i jsou prvni

dvé skupiny (Neubauerova, 2009) :

Kationické antimikrobialni peptidy
Anionické AMPs
Aromatické dipeptidy

A

Derivaty proteiii vazajici kyslik

3.2.1 Kationické antimikrobialni peptidy

Kationické AMPs jsou nejp@trgjSi skupinou antimikrobialnich pepfid
Citajici vice nez 700 zastup@ zarove je to skupina vykazujicigkolikanasobg
vySSi aktivitu nez ostatni skupiny antimikrobiamigeptidi. Obsahuji obvykle mén

nez 50 aminokyselin. Roldijeme je daity zakladnich skupin:

Antimikrobialni proteiny
Antimikrobialni peptidy s alfa-helikalnimi doménami

Line&rni peptidy se zvySenym obsahem dané aminbkyse

A

Cyklické peptidy obsahujici disulfidické vazby
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Pozdiji byly pro klasifikaci bakterialnich AMPs a néwbjevenych AMPs
piidany dalSi #i tfidy: peptidy bez disulfidickych fstki, peptidy s cyklickou

strukturou a kovalentrvazané dimery (Neubauerova, 2009).

3.2.2 Anionické antimikrobialni peptidy

Objev anionickych AMPs byl poprvé ohlasen naatku 80. let minulého
stoleti a spokn¢ s kationickymi antimikrobiélni peptidy byly uznaggko dilezita
souwast vrozené imunity jak rostlin, tak obratldvc bezobratlych Zivéicha. Jsou
aktivni jak proti houbam, bakteriim a tan ale také proti Sidcim, zejména hmyzu.
Nekteré mechanismygsobeni anionickych AMPs jsou v s@snosti je&t nejasné a
jsou pgednetem vyzkumu. Redpoklada se, Ze anionické AMPs budou mit ale &tejn
jako ostatni typy AMPs v budoucnosti vyuZiti v leichinologickych aplikacich a
oblastech humani a veterinarni mediciny, protoZereg&azala schopnost zabijet
rychle a @inné patogeny, ktd jsou odolni vi¢i konvertnim antibiotikim (Harriset
al., 2009).

3.3 Mechanismus fisobeni antimikrobialnich peptidi

3.3.1 Antibakterialni piasobeni

Pasobeni ¥tSiny antimikrobialnich peptid ma v podstat stejny zaklad. Aby
mohl antimikrobialni peptid zdit cilového patogena, musi poskodit jeho &unou
membranu, respektive b&mou stnu. Antimikrobialni peptidy maji schopnost
rozeznat eukaryotické a prokaryotické Btmé membrany diky rozdilnému slozeni
lipidové dvojvrstvy, konkrété diky rozdilné koncentraci a naboji fosfolipid/e
vngjSi vrstw dvojvrstvi. Prag diky specifickym vlastnostem bé&tné membrany
bakterii jsou AMPs za pomoci elektrostatickych aldojobnich interakci schopni
s membranou interagovat. Je vice mechainigpomoci kterych fisobi AMPs na
buné¢nou membranou patogenackdy dochazi k interakci s membranou bakterii a
prok¢hne celkovd depolarizace hwné membrany. DalSi hypotéza mluvi o
vytvoieni fyzickych dr a nasledné ztré&t burt¢ného obsahu. Nebo dochazi
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k zahajeni destrukich proces zpisobenych aktivaci enzyimhydrolas a nasledn
postupné degradaci b&mé stny. Nekteré AMPs také zisobuji zngnu uspdadani
lipida v lipidové dvojvrst¢ buns¢né sény a nasledny finik peptich pfimo do
bunky (Zasloff, 2002).

Obr. 2: Schopnost AMPs specificky rozpoznat vlasth@ukaryotické a prokaryotické
bunt¢né membrany. VSi vrstva eukaryotické bgtné membrany je tdena amfoternimi
fosfolipidy a cholesterolem a proto na ni fegbi elektrostatické interakce. U prokaryot
tvori vn¢jSi vrstvu zaporé nabité fosfolipidy, na které tgobi silné elektrostatické a
hydrofobni interakce (upraveno podle Zasloff, 2002)

Antimikvobialni peptid

&’

: Elektrostatickéa
Hvdrofobniinterakce %
3 hvdrofobniinterakce
Slabé Silné
Vnéjii vistva 4
NI g = o
‘1.'”‘\, x--r";nlllr-.lf_ O, & fan K‘.Q
%ﬁaﬁl |>< 0 H \ \I". Ijﬁi??:l :If" ay
— \ JE O NEYAVAEA [ ]
Wnitini vrstva F:::a"‘*i”_‘} f"““’jﬁ'? ﬁ k_,}:_-j':r OGS O

Plazmatickd membrana buriky Bakterialni cytoplazmatickd membrana
Zivocichi a rostlin

AR ~
v (1 ]

Cholesterol Amfotemi fosfolipidy
Evselé fosfolipidy

Antimikrobiélni peptidy maji ve &Sin¢ pripadi vice mechanisin pasobeni
nebo maji vySe popsané mechanismy upravené podleétaiho sloZeni lipiil nebo
pomeru lipida a bilkovin v membr&h (Chouet al., 2010).

U agregéniho modelu se dlenuji antimikrobialni peptidy paraleinmezi d¢
lipidové vrstvy a naslednse agreguji dalSi peptidy. U torodialnichjpée \lenu;ji
antimikrobialni peptidy kolmo k lipidovym dvojvrshm a vytvéeji se tak pory
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2 4

v bunéené sténé. U modelu sudové skruze se také peptidienuji mezi lipidové
vrstvy kolmo a vytvéeji ,skruze” respektive otvory, diky kterym doch&zs ztra
iontd, proteiri a dalSich molekul. Kobercovy model je zaloZenypo#@ryti vrejsi
lipidové vrstvy antimikrobialnimi peptidy, kter&ipvysoké koncentracigsobi jako
detergent a naslediposkozuji membranu micelizaci nebo vyam@im pod (Jenssen
et al., 2006).

® © ® Obr. 3: Mechanismy

— —_ - = pasobeni antimikrobiélnich

’ L___] — . N
— peptidi (prevzato z Jenssen
"'“’WﬂMﬂ-ﬂ‘l'l1'|'IWFt‘H't‘l'l't'mm-lvl'l‘lM-l'l-mtl-bl-li-lﬂl-ﬂ-!lﬂvl-l‘t-l'm-l-t‘m-m-llllvt‘WI-l'!-l”l'lvmvt‘m'rl-|‘1~|vt‘m-u'l‘l" et al., 2006)

A — D: mechanismy iniku
AMPs do bugk

A — agregéani model

B — model toroidniho poru

C — model sudové skruze

D — kobercovy model
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Replication

Dlouho se pedpokladalo, Ze neexistuji mechanismy, diky ktertyyn byly
bakterie schopné se branitgpbeni antimikrobialnich pepfich proteiri. Presto bylo
nedavno prokazano, Ze bakterie dokazamitrpritomnost a koncentraci¢kterych
latek ve svém butném obalu. Jsou to zejména anionické latky jako
peptidoglykeny, lipidy A, fosfolipidy a kyselinaithoova (Monroc, 2007). Byly
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objeveny tyto mechanismy resistence ke kationickgymimikrobialnim peptidm
(Monroc, 2007; Malangon, 2010):

1. Proteolytickd degradace — bakterieiivenzymy peptidasy a proteasy, které
rozkladaji antimikrobiélni peptidy a proteiny porhegznych mechanistn
Tyto enzymy jsou vSak aktivni pouze proti speciitkstrukturdm peptid

2. Navazani a vytkeni — tento mechanismus $p@& v rozpoznani a obsazeni
AMPs a jejich vytlgeni z buiky pomoci buscné sény. Bakterie produkuji
exoproteiny, které se navazou na AMPs a inaktijaja poté je pomohou
vytlacit z buiky ven.

3. Zména naboje povrchu bakterialni membrany — jednarsgraér specificky
zpasob rezistence. Povrch membrany se&rmnma negativni, a proto AMPs
hafe reaguji s membranou. Tento mechanismus rezistengdak dinny

pouze pi menSich koncentraci AMPs.

3.3.2 Antivirové pasobeni

PrestoZze donedavna byly studovany zejména antibakiera antifungalni
mechanismy fisobeni AMPs, u &kterych antimikrobialnich peptid se také
prokazala antivirova aktivita. Né&lad lactoferrin, antimikrobialni glykoprotein
obsaZeny v mléce dokazZe inhibovat zndmy virus Hlveiaviry nebo viry HSV-1 a
HSV-2 zpisobuijici opary (Carriel-Gomesal., 2007).

Z rostliny licidlo (lat. Phytolacca americana) byl v druhé polovia 20. stoleti
izolovan vyznamny antivirovy protein PAPdkeweed Antiviral Protein) o velikosti
29 kDa, ktery je schopen inhibovatepos a replikaci ¢kterych rostlinnych a
ZivocisSnych RNA vili. Tento protein odsttaje adeninoveé zbytky z 28S rRNA, coz
je dilezita oblast eukaryotického ribozomu (Hsiral. 1995). U PAP se prokazala
acinnost jak proti viim ZivagiSnym, napiklad HIV, polioviiim a vitim
zpasobujicich chipku, tak proti rostlinnym vikm, nagiklad virus mozaiky tabaku,
virus mozaiky okurky a #které sobemoviry. Je obsaZeniegevsim v listech a
vyskytuje se v mezibuinych prostorach, protoze tento proteirs@bi uvnit buiky
jako toxin. S tim souvisi také mechanismdmku. Az poté co virus infikuje hiku,

pronika PAP do této infikované Bky, kde inaktivuje ribozomy, tim narusi
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proteosyntézu a zahubiidw. Timto mechanismem zabrani replikaci viru (B@me
etal., 1994).

PAP protein pd&t do skupiny antimikrobialnich proteinnazyvanych jako
ribosome-inactivating proteins (RIPs) neboli proyei inaktivujici ribozomy.
VSechny tyto toxiny jsou schopné inaktivovat Zidmé ribozomy, ale jen¢které
jsou schopné inaktivovat ribozomy rostlinné, bakiaf a hub (Bonnest al., 1994).

3.3.3 Antifungalni pisobeni

Antifungdélni proteiny tvéi nejrozsfergjSi skupinu AMPs. Tyto proteiny
mohou byt klasifikovany na zakladstruktury, enzymovych vlastnosti, podobnosti
s jinymi proteiny a peptidy, molekulové hmotnossiérologickych vlastnosti a
mechanismi  (€inku. V sowasnosti jsou antifungalni proteinyéldny do ti
zakladnich skupin, PR-1 az PR-5. Tyto skupiny sk ¢g@e mohou &it na dw
podskupiny podle isoelektrického bodu. Bylo zj&i, Ze kyselé antifungalni
proteiny se nachazi v extracelularnim prostoru aick@ ve vakuolach Hhiky
(Hefmanova et al, 2006).

Antifungalni pisobeni antimikrobidlnich pepfida proteii sestava tady
mechanisn. LiSi se zejména podle skupin antifungalnich pndgteVelkacast €chto
skupin pouziva mechanismu hydrolyzy polysacharikieré jsou hlavni sloZzkou
burééné stny hub. U PR-1 seipdpoklada, Ze sobi na penos iont iontovymi
kanaly. Rostlinné defensinya thioniny zmisobuji zpomalenitastu hyf a jejich
deformaci. \&tSina z nich psobi na Siroké spektrum hukieirg patogennich. Bylo
zjistétno, Ze antifungalni gsobeni rostlinnych defensinklesa pi zvySovani
kationické aktivity. Tento znak se projevuje hlava malych antimikrobiélnich
peptidi, jako jsou pra¥ defensiny a thioniny (Thomnw® al., 2002).

PrestoZe neni jejich antifungalniaigobeni zcela objasno, je vSeobeen
prijimano, Ze fisobi na plazmatickou membranu hub. Jednou z mdZjosie se
vazi na glykolipidy na povrchu membrany hub. Latkara spousti obrannou reakci
v buikach se nazyva elicitor, coz je specificky metahidientifikovany receptorem
rostliny. VétSina obrannych mechanifmje zavisla na aktivaci titych geri
(Hefrmanova et al., 2006). Mechanismy antimikrobialniho a antibakikriho

pusobeni dalSich skupin jsou v této praci popsargduagtlivych tid PR proteif.
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4. ROSTLINNE ANTIMIKROBIALNi PEPTIDY A PROTEINY

Rostliny jsou stej& jako Zivaichové ¢asto vystavovany gsobeni velkého
mnozZstvi patogan Proto jejich schopnostgriti zavisi na rychlé imunitni odpé,
ktera také zahrnuje rychléugobeni obrannych latek a syntézu obrannych
antimikrobiélnich peptitl a proteiri. Antimikrobialni peptidy a proteiny byly
nalezeny v &ch ¢astech rostliny, které jsotasto vystavovanygsobeni patogen
Jedna se zejména o listy,&y, semena a hlizy. Rostlinné antimikrobialni paypti
muzeme rozdlit do vice skupin, z nichz hlavni a nejvice stualo& jsou 3 skupiny.
Jsou to thioniny, rostlinné defensiny a proteirtgriasejici lipidy (Malangon, 2010;
Castro a Fontes, 2005)

4.1 PR proteiny

VétSina rostlinnych antimikrobialnich peplida proteid, véetns ti, vySe
jmenovanych skupin sefadi do skupiny PR protein Poprvé byly tyto
antimikrobiélni proteiny, konkréthze skupiny PR-1, objeveny vroce 1970 Van
Loonem a Van Kammenem a sagré také kolektivem pod vedenim Gianiazziho
v listech tabakuNicotiana tabacum) po infekci viru Zluté mozaiky tabaku. P@&ad
byly nalezeny u mnoha jinych rostlinnych diufNidermanet al., 1995). Jedna se o
latky s nizkou molekulovou hmotnosti (6-43 kDa)jickestruktura je tvéenadctyrmi
alfa-Sroubovicemi, mezi kterymi jsou parakelruspdadana ctyii beta-vlakna.
V bunkach jsou obsaZzeny v apoplastech a vakuolach. psateiny dokazou diky
svym fyzikalre-chemickym vlastnostem, jako je rfédgad stabili nizké pH (<3) a
termostabilita, odolavat vysokym teplotam a pH teob/tickému Stpeni a mohou se

proto vyskytovat i v ,nehostinném* prastli. (Edreva, 2005).
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Tab. 2: Vybrané skupiny PR-protéivVan Loon& Van Strien, 1999)

Skupina Zastupce Vlastnosti
PR-1 tabak PR-1a neznameé
PR-2 tabak PR-2 B-1,3-glukanasa
PR-3 tabak P, Q chitinasa typu L1, IV, V, VI, VI
PR-4 tabak “R” chitinasa typu |, Il
PR-5 tabak S thaumatinu-podobné
PR-6 ragatovy inhibitor | inhibitor proteasy
PR-7 rage Py Endoproteinasa
PR-8 okurkova chitinasa chitinasa typu Il
PR.9 tabakova ,lignin tveici® Peroxidasa

peroxidasa

PR-10 petrzel PR-1 ribonuklease-podobné
PR-11 tabakova chitinasédy V chitinasa typu |
PR-12 redkvicka Rs-AFP3 Defensin
PR-13 huserek THI2.1 Thionin
PR-14 j€men LTP4 proteinignasejici lipidy

4.1.1 PR-1 proteiny

Jednd se o prvni objevenou skupinu PR prote{miz vySe). Pesto
mechanismusdinku PR-1 proteifi neni je&t zcela jasny a o biologické akti¥itoho
vime velmi malo. Nefijmy dikaz o antifungalnim gsobeni &chto proteiri byl
vroce 1993 prokazan Alexanderem, kdy transgensilimg tabaku s vysokym
obsahem PR-1a a PR-1b proteirykazovaly vyznamné snizeni vyskytu symptom
zpisobenych infekci dma houbovymi patogeny z ogldni Oomycota:
Peronospora tabacina a Phytophthora parasitica var. nicotianae.

PR-1 proteiny maji velikost 15-17 kDa.étdina PR-1 proteiin obsahuje 6

vysokou odolnost proti mnoha proteasam (Van Looviasa Strien, 1999).
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4.1.2 PR-2 proteiny g-glukanasy)

Jsou to proteiny, kteréapobi endoglukanasovou aktivitou in vitro¢line je
do #i skupin podle sekvenci aminokyselin: Prvni skupprateimi ma bazicky
charakter a velikost kolem 33 kDa. Druhé&ietit skupina zahrnuje kyselé proteiny
obsaZzené v extracelularnich prostorach o velik86tikDa. PR-2 proteiny byly
nalezeny v celéad rostlin Wetné tabaku, hrachu, obili @izném ovoci. Mn vitro
podminkach fisobi proti velkému mnozstvi hub, rostlinnym i liggek patogeam.
Mechanismus antifungélnih@iaku spaiva v hydrolyze 1,3-glukan v burgénych
sttnach hub, které se néslédmtertuji a posSkozuji. Dochazi tak k btimé lyzi a

nasledg burg¢né smrti (Selitrennikoff, 2001).

4.1.3 PR-3 proteiny (chitinasy)

Chitinasy reprezentuji velkou a raziou skupinu enzyi Jsou to proteiny
s nizkou molekulovou hmotnosti, odolné proti pretea. Vyskytuji se
v extracelularnich prostorach rostlin. Byly izolayaz rfiznych rostlinnychéasti
mnoha druf rostlin, zahrnujici embrya,ébbZni listky, listy, kdeny, kwty. Byly
objeveny takeé v tk#ovych kulturach (pletivech) a v kulturach &inych suspenzi.
Rostlinné chitinasy maji obvykle velikost v r@tp25 az 36 kDa (Punja & Zhang,
1993). Vyskytuji se vSak i chitinasy &t$i ¢i mensi molekulovou hmotnosti.

Chitinasy niizeme rozdlit do dvou zakladnich skupin. Do prvni skupiny se
fadi exochitinasy, které vykazuji aktivitu jen k egdukujicim koném chitinového
fettzce. Do druhé skupinyadime endochitinasy, které hydrolyzuji w¥nitp-1,4-
glykosidické vazby. Podle sekvenci aminokyselin, m@zeme rozdlit do ctyr
skupin. Nekteré endochitinasy, zejména ty s vysokym isoedlekm bodem,
vykazuji také stejny nebo podobny efekt jako lysnzyakladni gsobeni chitinas
spaiva v rozkladu chitinu, coz je polysacharideg@stavujici dlezitou slozku
burgcnych sén hub. Hydrolyzou chitinu dochazi k degradaci diumeé sény hyf.
Chitinasy vyuzZivaji dva rozdilné, hydrolytické meaismy gisobeni. V ramcin
vitro testi se vSak zjistilo, Ze d&které chitinasy neslouzi jen k obearproti
patogeim, protoze nevykazovaly zadnou antifungalni aktivifKasprzewska,
2003).
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Kromé rostlin byly chitinasy izolovany také z mnoha noigrganisnd, zejména
aktinomycet, a také hub (Doumbetal., 2002; Shubakov & Kucheryavykh, 2004) .

4.1.4 PR-4 proteiny (chitinasy)

Ze vSech skupin PR protéinjsou proteiny PR-4 jednou z nejméén
prostudovanych PR skupinou. Prvni PR-4 proteiny ligblovany z brambor. Tyto
proteiny byly pojmenovany win-1 a win-2. P&adbyly popsany PR-4 proteiny
u nésledujicich rostlin: régta, tabak, husefgk, bataty, zeli a z obilnin, ndklad
kukutice a j€men. VSechny PR-4 proteiny maji C-terminélni Bawim doménu.
Tento nazev je odvozeny od proteinu obsazenéhmersech jgmene, ktery se vaze
na chitin. PR-4 proteiny jsou klasifikované jakadenhitinasy, pestoZze wBkteré na
chitin maji jen slaby €inek. PR-4 proteiny secti do dvou podskupin,itemz prvni
skupina obsahuje N-terminélni doménu bohatou nteitysktera odpovida domén
heveinu, coz je protein izolovany z Kalkovniku (Guevara-Morato, 2010).

Druhé skupig chybi doména vazajici chitin. Mechanismdsku u skupiny |
spaiiva v naruSeni polarity ek N-terminalni doménou a néasledné inhibici jejich
rastu. U druhé skupiny, kde doména chybi, nebyl mgishaus dinku objasgn. PR-
4 proteiny maji velikost 13-14,5 kDa. Krenrostlin byly izolovany z bakterii,
hmyzu a korys (Selitrennikoff, 2001).

4.1.5 PR-5 proteiny (proteiny podobné thaumatinu)

Nazyvaji se proteiny podobné thaumatinu (TLP)jivzadlu jejich podobnosti se
sladce chutnajicim proteinem thaumatinem izolovanymafrického ké&e
Thaumatococcus daniéllii. TLP byly izolovany z mnoha rostlinnych diykéasto ve
formé vice izoforem, obzvld8tu plodin jako Hordeum wvulgare, Oryza sativa a
Avena sativa. Byly nalezeny viznych rostlinnych organech, nédad v semenech,
plodech, listech a pletivech. U TLP protiise prokazala antifungaldinnost a
schopnost degradace kinych sén hub. Krong antifungélnich dinka bylo zjisS€no
také alergennigsobeni a nemrznoucéiaky téchto proteiri (Piggottet al., 2004).

VétSina PR-5 proteih ma velikost 24-25 kDa, psto existuje podskupina

téchto proteird, jejiz zastupci byli izolovani zékterych jednodloZznych rostlin a
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jejichz velikost je podstathmensSi nez ud&tSiny TLP proteii a pohybuje se okolo
17,5 kDa. Tyto proteiny postradaji 6 cysteinovydtytka z obvyklého pstu 16-ti
cysteinovych zbytk, vyskytujicich se u &Siny TLP proteifi. |1 u €chto menSich
PR-5 proteifi byla prokazana antifungalni aktivita (Hu & Redd997).

4.1.6 PR-6 proteiny (inhibitory proteas)

Jsou to proteiny, které maji uz podle nazvu schsprohibovat aktivitu
enzymi proteas, coZz jsou enzymyegici proteiny. Tyto inhibujici proteiny byly
nalezeny v mikroorganismech, Z&isich a rostlinach. U rostlin jsou targwvazr
malé proteiny, které byly nalezeny dznych ¢astech rostlin, nagklad semenech a
hlizach, ale i nadzemnidastech (Habib a Fazili, 2007).

Tyto proteiny neplni v3ak jen ulohu inhibifoproteas, ale byla u nich navic
prokadzana antifungalni a baktericidni aktivita fidanovaet al., 2005; Kimet al.,
2009; Habib & Fazili, 2007). Rostlinné inhibitoryrgbeas, jsou také vyznamné
Z hlediska obrany proti hmyzim &kcim. Tyto proteiny inhibuji &které vyznamné
travici enzymy, naifklad trypsin a chymotrypsin (Azzowt al., 2005). Diky ¢mto
schopnostem bychom mohli ozitatyto proteiny jako multifunkni.

PrestoZze neni mechanismusginku proti mikroorganisfim pfesré znam,
piedpoklada se, Ze diky inhibictkterych dilezitych enzynd dochazi k takzvanému

.antifeedent” efektu, ke zpomaleriistu a vyvoje &chto organism.

4.1.7 PR-9 proteiny (rostlinné peroxidasy a perogiasam podobné

proteiny)

Jsou to proteiny, které maji podle nadzvu podobniukiru jako enzymy
peroxidasy a maji za uUkol chranit organismyec oxidativnim poskozenim
zpisobenym peroxidy. Piatsem zejména glutationy (Hollaretl al., 1994). Zjistilo
se, ze rostlinné peroxidasy vykazuji fiepou antimikrobialni aktivitu. Katalyzuji
takzvané oxidativni sovani proteif a fenolickych latek v busgnych stnéach a tim
chrani stny pred degradaci Zigobenou hydrolytickymi enzymy patoge(Fritig et
al., 1998).
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4.1.8 PR-10 proteiny (proteiny podobné ribonukleasm)

Jedna se o velkou skupinu PR proteibylo objeveno vice jak 10@dhto
proteini. Nazev dostaly podle podobnosti aminokyselinovyaekvenci
s ribonukleasami. Byly u nich zji&té antimikrobiélni a antifungalngiinky, ale také
schopnost branit rostlinuigd abiotickymi stresy. fi@sto vSak u &Siny nebyla
zjisttna molekularni podstataagobeni. U Bkterych se vSak zjistilo, Ze jejich
pusobeni spdiva v hydrolyze RNA a jsou tedy velmgiané proti RNA viim. U
téchto proteiti byla také zji&tna schopnost vazat rostlinné hormony cytokininy a
nékteré hydrofobni ligandy, néiklad mastné kyseliny, flavonoidy a steroidy (Ztibin
et al., 2009). Jsou to malé proteiny s velikosti koleml8a&Da (Walteret al., 1996).
Byly objeveny v mnoha rostlinnych druzich. Jsou ogtié odolavat ¢kterym
stresovym faktarmm, nagiklad vysoké saliné (Kav et al., 2004).

4.1.9 PR-13 proteiny (thioniny)

Thioniny je skupina malych pepfid ¢i proteimi s nizkou molekulovou
hmotnosti, bohata na sirné aminokyseliny. Bylo fiidid&ovano kolem 100
individualnich sekvenci ve vice nez 15-ti rostlianydruzich (Stec, 2006). Tyto latky
si jsou podobné a cinkuji proti bakteriim a houbam. Zminka o prvnich
antimikrobialnich latkach pochazi z roku 1895, kiyla objevena letalni latka
v pSenéné mouce fisobici na chlebové kvasinky. Tato antimikrobialobstance
byla pozdji vroce 1942 izolovana Ballsem a pojmenovana jgkaothionin.
Jednalo se o proteomickou latku s nizkou molekilldnmmotnosti a s vysokym
obsahem siry. Pozjl byly podobné latky izolovany také z¢mene & a p-
hordothioniny), ovsao a p-avenothioniny) a zita (secalethioniny).a p-thioniny
byly objeveny u vSech radadu Triticum a Aegilops (Castro & Fontes, 2005)

Thioniny mizeme rozdlit na a aB-thioniny a nay-thioniny. Ac¢koli y-thioniny
spadaji podle nazvu mezi thioniny a maji pigpatobr i stejny mivod, liSi se svoji
strukturou a raly by byt spiSe zZ@azeny mezi defensiny (Stec, 2006).

a apf thioniny ctlime do g@ti zakladnich skupin: I, II, lll, IV aV. Thioninyypu
| se vyskytuji v endospermu obilovin, jsou vysoezibke, tvai je 45 aminokyselin,

Z nichz 8 pedstavuje cystein. Typ Il byl izolovan z fish dechu parazitické rostliny
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Pyrularia pubera. Tyto thioniny jsou méh bazické neZ thioniny prvni skupiny,
skladaji se ze 45-46 aminokyselin a maji st¢gko prvni typ 4 disulfidické vazby.
Thioniny typu Il byly izolovany zlist riznych druli jmeli a maji 45-46
aminokyselin a 3 disulfidické vazby. Typ IV ma Zdlfidické mistky a sklada se ze
46 aminokyselin, ma neutralni naboj a byl izolovAn semenBrassica carista.
Posledni typ V byl objeven uékterych druli obili, nagiklad u pSenice. Bylo
prokazano, Zze vSechétptypt a a B- thionini maji podobné sloZzeni aminokyselin
(Stec, 2005).

4.1.10 y- Thioniny

Presto, Ze pét y- thioniny do skupiny thionii, maji vice spokného s jinou
skupinou antimikrobiélnich pepfigd konkrétt s defensiny. Rktefi veédci je
klasifikuji jako samostatnou skupiny, jinijadi gimo mezi defensiny. Jsou to malé,
kationické peptidy skladajici se z 45 az 47 amisekyn a 4-8 z nich fgdstavuji
cystein tvdici disulfidické vazby. Jsouc¢inné proti houbam a bakteriimyipadre
obojimu. Nekteréy- thioniny jsou schopné inhibovat travici enzymy.

y- thioniny byly poprvé popsény v roce 1960, kdyka@maly schopnost zabijet
patogeny \n vitro podminkach. Jsou to prvni eukaryotické purifika¥an
antimikrobialni peptidy, které prokazaly &bivou roli vimunitni obra#& rostlin.
Kromé obrany rostlin proti patogém vykazuji také &které antimikrobiélni peptidy
i jiné vlastnosti. Nafiklad neutrdl® nabity antimikrobialni protein vyskytujici se
v Crambe abyssinica, nevykazuje zadnou antimikrobialni aktivitu aniinfebuje
Zzadny enzym, ale zjistilo se, Zeigpbuje nasladlou clitsemen (Pelegrini & Franco,
2005).

y- thioniny miZzeme rozdlit do ¢ty skupin, gicemz skupina | a Il jsou toxické

vaci houbam a bakteriim a skupiny Il a IV jsou toxéckici sawim buikam.

4.1.11 PR-12 proteiny (defensiny)

Prvni zastupce ze skupiny deferisioyl izolovdn v roce 1990 Mendezem a
jeho spolupracovniky z pSenice &reene. Rvodré byly pojmenovany jakoy-

thioniny, protoze vykazovaly stejnou velikost ajrsfepacet disulfidickych niistki.
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Ale nésledujici analyzy struktury prokazaly, ZeliSé prdw strukturou oda a -
thionind. Defensiny iy-thioniny byly izolovany z jednadoznych i dvoudloZznych
rostlin plevazrit ze semen, kde se hejmyskytuji a byly charakterizovany po strance
molekularni, biochemické a strukturniig®beni rostlinnych defensinn vivo vSak
nebylo je& objaskno. U rékterych rostlinnych defensinse ukazalo, Ze neinhibuji
rast hub, ale spiSe inhibuji syntézu protegnrekterych enzym, nagiklad a-amylas.

V podminkéachin vitro inhibuji syntézu proteiiny-hordothioniny. Nktefi zastupci
defensiri maji schopnost ,ucpavat” iontové kanaly. Defengsgu antimikrobialni
peptidy, které obsahuji 45-54 aminokyselin, jsosoge bazické a bohaté na cystein
(8 molekul) (Thommat al., 2002; Castro & Fontes, 2005).

Defensiny nizeme rozdlit do dvou zakladnich skupin. U prvni skupiny je
prekurzorovy protein slozeny ze signalni sekvenedoplazmatického retikula a
defensinové domény. Tyto proteiny ale nemaji zadighaly a podéty pro
posttranslani modifikace. Druha fida defensifi je produkovana jako &Si
prekurzory s C-terminalnimi pro-doménami o velikd®® aminokyselin. Do roku

2005 byl tento typ defensinu objeven pouzekedi Solanaceae.

4.1.12 Proteiny podobné cyklofilinu

Je to skupina protein které pedstavuji intracelularni receptory cyklosporinu.
Byly objeveny u rostlin, Ziv&icht, hub ale i bakterii. Protein z této skupiny mungin
o velikosti 18 kDa byl také objeven Rhaseolus mungo, u kterého se prokézalo
antifungalni fisobeni. Mechanismusigobeni tohoto proteinu vSakistal nejasny
(Selitrennikoff, 2001).

4.1.14 PR-14 proteiny (proteiny penosu lipidi)

Jsou to malé proteiny, jejichZz s@sti je 8 cysteinovych zbyik Trojrozmérna
struktura mnoha éthto proteii je tvaena ¢tyfmi a-Sroubovicemi spojenymi
disulfidickymi mastky. Na povrchu é&hto proteid se vyskytuji hydrofilni
aminokyseliny. Tyto proteiny prokéazaly schopnostnaset lipidyin vitro. Ukazalo
se, Zze molekuly lipidl jsou schopné obsadit hydrofobni kapsgghto proteiri
(Nieuwlandet al., 2005).
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Proteiny genosu lipidi maizeme rozdlit do dvou podskupin. Prvni skupina
(TLP1s) ma relativni molekulovou hmotnost 9 kDarahé skupina 7 kDa (TLP2s).
Jsou schopny ipnaSet vice skupin lipid nagiklad fosfatidylcholiny,
fosfatidylethanolamin a fosfatidylinositol. Dikytténizké specifit se oznauji také
jako ,nespecifické proteiny ipnosu lipidi“. Tyto proteiny hraji dlezitou roli v
imunitni obrag nekterych rostlin  diky své schopnosticidané inhibovat fst
patogefi, jejich pongrné vysoké koncentraci v rostlinnych pletivech a rychl
expresi po infekci Exprese &chto proteiti u transgeniho husehiu a tabaku
prokazala prudké snizeni nekrotickychéinkta zpisobenych bakterii rodu

Pseudomonas (Castro & Fontes, 2005).

4.1.13 PR-15 proteiny (germidm podobné proteiny)

Germiny gedstavuji homogenni skupinu protigirkteré jsou z vice nez 90 %
identické. Prvni zastupce z této skupiny byl poppe@san v roce 1980. Jednalo se
protein izolovany z pSenice. Pagigd v roce 1993 byl jiny germinu podobny protein
(germin-like proteins, GLP) izolovan z jémene, ktery byl nazvan oxalat oxidasa
(Ox0). Na rozdil od germinjsou germifim podobné proteiny velmi heterogenni
skupina. Byly objeveny u vSech krytosemennych imsth kterych se itomnost
téchto proteii zjistovala. Pomoci fylogenetické analyzy byly vyiteoy 4
podskupiny GLP. Protein famil by mohl byt uvazoyako pata podskupina (Bernier
& Berna, 2001). GLP se vyskytuji ve vSech hlavmnigstlinnych pletivech i v pylu

rostlin.

4.2 Ostatni antimikrobiélni peptidy a proteiny

4.2.1 Proteiny inaktivujici ribozomy

Tyto proteiny se nadi @gimo do skupiny PR protein ale gesto se jedna o
vyznamnou skupinu AMPs. Maji schopnost newaiaskodit ribozomy a vyzraji
se také svoji toxicitou. Dva zastupci této skupingin a abrin izolované z rostlin
Ricinus communis a Abrus precatorius byly zndmy vice jak stoleti, ale az v roce

1982 byly tyto latky zéazeny do no¥ vzniklé skupiny RIPs, po zji&i schopnosti
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inaktivovat ribozomy. Pozii bylo objeveno vice latek se stejnymi mechanismy.
Byly objeveny u mnoha rostlinnych driuhvyskytuji se zejména u krytosemennych,
jednodtloznych i dvoudloznych rostlin. U skterych rostlin se vyskytuji ve vSech
jejich ¢astech rostlinnéhala, zatimco u jinychieba jen v jedné (Stirpe, 2004).

Proteiny inaktivujici ribozomy jsouéteny do ti skupin. Prvni skupinu t¥d
jeden peptidickytettzec o velikosti 30 kDa. Druha skupina nalezenace rb973
Olsnesem a Pihlem se sklada ze stejiéldace jako prvni skupina a na ji napojeny
druhy, nepatré vétSi fetézec o velikosti 35 kDa, ktery je schopny vazat saicly.
Treti skupina sestdva zjednoho kontinualniho peapétio rettzce obsahujici
prodlouzenou C-terminalni doménu, jejiz funkce v¥edbyla objastna (Stirpe,
2004; Parlet al., 2004).

Zakladni mechanismusgiaku popisuji v kapitole Mechanismyipobeni AMPs
a sp@&iva v modifikaci ribozom infikované buiky, naruSeni proteosyntézy a
bungéné smrti.

Obr. 4: Biochemick& podstata
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Nekteré experimenty s transgennimi rostlinami vSakroleazali gitomnost
symptonti spontanni butné smrti v dsledku infekce ai@sto byly tyto rostliny
rezistentni uc¢i Sirokému okruhu patogér(Parket al., 2004).

Existuje mnoho dalSich antimikrobialnich peptal proteiri, které neni mozné
zaradit do vySe uvedenych skupin. Tyto proteiny a iggpisou prozkoumané jen

malo a neni ani znam mechanismus jejitbgteni.
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5. VYZKUM A VYUZITi ANTIMIKROBIALNICH PEPTID UA
PROTEINU

5.1 Vyuziti antimikrobialnich peptidua a proteina v Iékarstvi a

farmacii

Prvni @imy dikaz o misobeni antimikrobialnich latek pochazi z roku 198,
byl zverejnén objev prvniho antibiotika — penicilinu sirem Amderem Flemingem.
Ke konci 2. s¢tové valky byl zéazen do klinické praxe. V druhé polo¥if0. stoleti
bylo objevovano mnoho dalSich antibiotikitnych proti iznym kmetim bakterii
(Neubauerovét al., 2009). Pozgi se vSak gastym a nespravnym nasazovanim
antibiotik prokazal ndist rezistence bakteriiai antibiotikam a v sodasné dob je
potreba hledat stéle nova antibiotika, ktera budoui frakteriim dostatné G¢inna.
Prikladem niize byt znama baktert&aphyloccocus aureus, ktera je jiz v soéasnosti
rezistentni proti &kolika druhim antibiotik, napiklad meticilinu (Portielest al.,
2006).

V budoucnosti by ndstajici antibioticka rezistence mohlaugpbit velké
problémy. Zejména v lékstvi, kdy nebud&as ani progedky pro objevovani a
tvorbu stale novych drahantibiotik. Steji tak by mohl tento problém postihnout
Zivocisnou produkci, zejména oblasti aquakultury a chaltibeze, kde se
antibiotika taktéz vyuzivaji a¢kdy i naduZzivaji. Antimikrobialni peptidy a protgin
se proto v nedavné débzaialy jevit jako vhodna alternativa k Sirokospektrym
antibiotikim.

Problémem vSak tstava vyextrahované mnozstvéchto latek, které je
v podminkachin vivo tak malé, Ze nefize zdaleka pokrytifpadnou patbu pro
velkovyrobu Iék. Jedinym zpsobem masoveho vyuZziti antimikrobiélnich peftid
proteini v této oblasti se proto jevi jejich chemicka syatéNa pelomu 20. a 21.
stoleti se poprvé podllb umgle syntetizovat antimikrobialni proteiny a peptidy
pomoci geneticky modifikovanych organi@mPrincip undlé syntézy AMPs spidva
v procesu transgenoze, kdy je vnesen do cilovéganismu wity gen kodujici

syntézu cilového peptidu. Tyto transgenni organifuy poté schopni syntetizovat
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dany peptid. Naiklad se prokazalo, Ze transgenni rostliny tabaku takto schopné
syntetizovat saii AMPs (Marshall & Arenas, 2003).

5.1.1 Vyuziti defensir ay-thioninu

V souwasnosti jsou studovany rostlinné AMPs, které by Imahit zadsadni
piinos pro I|ébu rmiznych chorob a vyvoj novych lék Rostlinné a Ziv&isné
defensiny jsou jednou ze skupin AMPSs, kterd by dducnosti mohla nahradit
antibiotika nebo alespiobyt jejich alternativou. Tyto peptidy maji schogh@imo
interagovat s buftnou membranou patogena &nit jeji vlastnosti. Pro patogena je
ale obtizné rychle reagovat na tyto &m a branit se tak defensim. Kroms
pusobeni na buné membrany patogenniho organismu maji defensihgpsmost
blokovat iontové kanaly a vyztwaji se sladkou chuti, coz takérigpiva k
jejich vyuzitelnosti ve farmaceutickémgonyslu (Yang & Lyu, 2008).

Vyuziti rostlinnych defensiin pii |écbé rakoviny a naddr neni vyznamné
oproti zivatiSnym defensifim, které maji v této oblasti mnohenstsi potencial.
Rostlinné defensiny jsou vSak perspektiviii |pcbé houbovych infekci. Z rostlin
Dahlia merckii a Heuchera sanguinea byly izolovany peptidy s aktivitou proti
lidskému patogenu Candida albicans, zpisobujicimu kvasinkovou infekci
nazyvanou kandidéza. Na tohoto patogeisopi jiz ve velmi malych koncentracich,
coz umoduje jejich potencidlni vyuZiti pro vyvoj novych kEkPortielaset al.,
2006). Pro sfj antifungalni @inek se také zvazuje vyuziti kukéného proteinu
zeamatinu, taktéz kdéeé kandidézy(Hefrmanovaet al., 2006).

Rostlinné a-thioniny se rovdZz ukazaly jako vhodnou alternativou
k antibiotikim.  Jejich antifungalni {gsobeni niZze byt vyuzZito Kk lébé
dermatofytézy. Baktericidni dnek pomé&hd i I1écbé pulmonélnich a
nosokomidlnich infekci. Pro jejich schopnost inhifioriist sa¥ich burgk se uvazuje
o budoucim vyuZziti $ vyvoji novych antikarcinogennich IékDiky své specificit
mohou také pravgphodobrk omezit vedlejSi &nky bézné @i lécbé téchto

onemocgni (Pelegrini & Franco, 2005).
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5.1.2 Vyuziti proteini inaktivujici ribozomy

DalSi vyznamnou skupinou s potencionalnim vyuzitinéka'stvi a farmacii
jsou zejména proteiny inaktivujici ribozomy, u K se prokazaly zajimavé a
acinné mechanismy sobeni proti rostlinnym i ziwaSnym vilm. Jednd se
napiklad o protein PAP, o kterém se podr&pbaminuji vySe v kapitole 3.3.2.

Mimoto se u &chto proteii prokazala rozdilna toxicitati¢i normalnim a
nadorovym biikam clovéka a také schopnost imunosuprese. Proto sal@a
uvazovat o vyuZitigchto latek pi piipraw antikarcinogennich Iék imunotoxini a
imunosupresiv. S proteiny inaktivujicimi ribozomyld provedenaada klinickych
experimend, pii kterych byla ¥tSina z nich vyuZzita k ¢ rakoviny, zejména
leukémie. Nkteré byly pouzity pro kbu cukrovky. Pestoze byly vysledkyéthto
experimeni povzbudivé, stale se vyskytujigkdzky pro vyuzitidchto latek v Sir§im
metitku. Hlavnim problémem je, Zefipdlouhodobém fisobeni oslabuji imunitni
systém c¢lovéka. AvSak tento problém fp Ié¢bé by mohlo zmirnit vylepSeni
imunosupresivni by nebo pouziti specifickych protilatek a rekomipitmach
enzymi (Stirpe, 2004).

5.2 Vyuziti antimikrobialnich peptida v biotechnologiich a
zenddélstvi

5.2.1 Vyuziti defensit ay-thionina

S rozvojem biotechnologii a diagnostiky rostlinnyathorob se zmlo
v nedavné dob uvazovat o vyuZziti antimikrobialnich pepiida proteiri v oblasti
ochrany rostlin fed jejich chorobami. Jednou z moZnosti jak tutorach zvysit je
pienos geftt odpowdnych za syntézu specifickych antimikrobialnich tpip do
cilovych rostlin a jejich exprese v nich. Tyto tsgenni rostliny se vyzuaji
zvySenou rezistenciti chorobam. Nejasgji se vyuziva penosu getn kodujici
defensiny, ale zvySena odolnost byla prokadzanadikiad i u rostlin tabaku proti
patogenuAlternaria alternata po vneseni geénzryze kodujici syntézu protéin
podobné thaumatinu nebo u pSenice pFasarium graminearum po vneseni gen
kodujicich syntézu chitinas,B-glukanas a protein prenaSejicich lipidy

36



(Hefmanovaet al., 2006). NejastjSi vyskyt defensif v transgennich rostlinach je

uveden v nasledujici tabulce.

Tab. 3: Riklady vyuziti transgenoze rostlinnych AMPs (upnawepodle Lay& Anderson,

2005).
Transgeny Zdrol_ova Clle_na Promotor Rezistence k patoge@im
rostlina rostlina
Rs-AFP2 redkvicka tabak CaMV 35S Alternaria longipes
Alternaria solani,
raice. fepka Fusarium oxysporum,
Rs-AFP2 | tedkvicka Jolé‘kg CaMV 35S | Phytophthora infestans,
) Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae
AIfAFP vojtésSka brambory FiMV 35S Verticillium dahliae
. tabak,, . Erwinia carotovora,
Soil smrk embryonalni CaMV 35S L
Heter obasidion annosum
kultury smrku
DRR230-a hrach jarnirepka CaMV 35S | Leptosphaeria maculans
Fusarium
oxysporum,Ascochyta
pinodes, Trichoderma
DRR230-a , . Duplikovany | reesei, Ascochyta lentis,
DRR230c | Mrach tabak CaMV 35S Fusarium solani.
Leptosphaeria maculans,
Ascochyta pigi,
Alternaria alternata
BSD1 ¢inské zeli tabak CaMV 35S| Phytophthora parasitica
, . Kukuii¢ny ,
WT1 Wasabi ryze Ubiquitin-1 Magnaporthe grisea

Exprese vloZenych gén rostlinnych defensin a nésledna biosyntéza
antimikrobiélnich peptitl zvySuje odolnost vegetativnich orgamostlin proti
napadeni. f2dpoklada se, Ze aktivita antimikrobialnich pepfid vivo by se mohla
zlepsSit diky interakci s dalSimi slozkamiinezené imunity. Nkteré antimikrobialni
peptidy mohou byt také vylepSovany nebo mohamitmsvoji aktivitu. Napiklad u
antifungalniho peptidu heliomicinu, vyskytujicihe si hmyzu, se prokazalo, Ze
nahrazenim dvou molekul aminokyseliny leucinu nadkar-Sroubovice ziskava
tento peptid antibakterialni aktivitu, aniz by zilraktivitu antifungalni (Thommat
al., 2002).
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Pro ochranu rostlin pomoci transgenoze jsou Kratefensiti a ostatnich
AMPs vyuzZivané takéy-thioniny, které jsou defensim podobné. Transgenni
rostliny obsahujici geny kodujigithioniny zvySuji rezistenci 8&i mikrobialnim
patogeim a tim redukuji ztraty a nutnost pouziti pesticilagiklad geny z ovsa
byly pteneseny do rostlin ryZze pro zvySeni odolnosti bakteriim. Geny jgmene
kodujici a-hordothioniny pomohli zvysit odolnost tabakucv vyznamné bakterii
Pseudomonas syringae. Krome¢ zvysSeni rezistencetvi patogemim se o-thioniny
vyuZivaji také ke zvySeni odolnostiigr chladnému péasi (Pelegrini & Franco,
2005).

5.2.2 Syntetické peptidy

Krom¢ piirodnich AMPs se v obranproti patogefim vyuzivaji také urde
syntetizované peptidy. VyuZivA se zejména syntémamkrobialnich peptid
odvozenych od ifrozenych bakterialnich, Zzi¢@gnych i rostlinnych peptid
Z rostlinnych AMPs se vyuziva néklad peptid Rs-AFP2, ktery byl odvozen od
defensinu izolovanéhoiedkvicky, a ktery inhibujetst nékterych hub. Peptid D32R
je podobny thioninu z rostlinPPyrularia Pubera a je aktivni proti fytopatogennim
houbam, nafiklad Fusarium oxysporum, Plectosphaerella cucumerina a Botrytis
cinerea také proti bakteriinXanthomonas campestris neboClaviceps michiganensis.
Kromé odvozenych antimikrobialnich pepiidyly vytvoreny také nové, komplein
syntetické peptidy v rdmci kombinatorialni chemiigto peptidy jsou aktivni proti
mnoha zastugien hub a bakterii (Montesinos, 2007).

Pro masové vyuziti antimikrobialnich pepitigt ochrag zentdélskych plodin

je treba se snazit zvySovat stabilitiehto peptid a zarové sniZovat cytotoxicitu.

5.3 Ostatni vyuziti rostlinnych antimikrobialnich peptidi a proteind

Kromé vySe zmiovanych aplikaci AMPs se objevily také dalSi moZinos
vyuziti téchto proteiri a peptid.

Jak jiz bylo feceno, proteiny inaktivujici ribozomy se krémsveho
antimikrobidlniho fisobeni vyznéuji také vysokou cytotoxicitou. Proto jéeba
zachézet smito latkami velmi opatra Jeden zéchto proteird, ricin, ktery byl
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izolovan z rostlinyRicinus communis, byl patentovan jako biologicka zliraDiky
této skuteénosti by tak mohl byt pouzitelnyfipvyvoji novych zbrani nebo terorismu.
Znepokojujici je také fakt, Ze ricin se da snadplikavat rozprasenim ve vzduchu
ve formg aerosolu a inhalaci intoxikovat organismus. Latmrd pokusy na
zviratech prokazaly, Ze ricin postihuje zejména dyclsacistavu, zjsobuje plicni
edém, posSkozeni alvepla nasledné poruchy dychani, které mohéwuoglit smrt.
Ochranu ped intoxikaci by mohla poskytnout vakcinace nebadgmd protilatky.
Byly také vyvinuty biosenzory, které dokazou ryclddhalit @Fitomnost ricinu i
ostatnich toxif (Stirpe, 2004).

Kromeé vySe zmhovanych zjsohi se daji antimikrobialni peptidy a proteiny
vyuzit také v potravingtvi. VyuZivaji se zejména antimikrobialni peptidy
produkované bakteriemi, tedy bakteriociny, fikllpad bakteriociny produkované
bakteriemi mléného kvaSeni nebo antimikrobialni proteiny obaldip®somy.
Znamy je zejména protein nisin produkovany bakberieodu Lactococcus, ktery se
jiz v potravin&stvi kEzn¢ pouziva. Antimikrobialni proteiny slouzi k ochean
potravin ed degradaci Zgobenych idznymi mikrobialnimi patogeny a ke
konzervaci, snizuji také pH (Malheiros, 2010). Tyimkonzervanty maji velkou
perspektivu a do budoucnosti seqpoklada jejich Siroké vyuZziti v potraviisévi.
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6. DISKUZE A ZAV ER

Jak jiz bylo uvedeno, antimikrobialni peptidy a teiny jsou velice dlezitou
souwasti nespecifické imunity é&Siny organism a diky jejich objeveni se nam
poddilo objasnit rkteré, dive nevys¥tlitelné mechanismy {gsobeni imunitniho
systému. RestoZze v mnoha ffpadech neni oblast antimikrobialnich peptid
proteini zcela prozkoumana, diky svym vlastnostemtiakiim se rkteré skupiny
vyuzZivaji v ugitych oblastech jiz v saiasnosti. Podle mého nézoru je nutné
pokraiovat ve vyzkumu a vyuzitiéthto latek zejména v oblasti farmaceutického
pramyslu. Nafistajici bakterialni rezistence je hrozbou, kteremirmozné ignorovat,
a proto je iteba hledat nové alternativy k Sirokospektrym aatikiim. Rostlinné i
Zivocisné AMPs se jevi pr&vjako jedna z nejvhodSich alternativ. Proto je podle
mého nazoru nezbytné sotestit se na vyvoj a vyzkungcthto latek primaré v této
oblasti & uz se jedna o latky ziskan#irpzenou cestou nebo w@hou syntézou. Tyto
proteiny by poté mohlyifspet k vyrobs novych |éki, které by mohly nahradit nebo
alespa doplnit I&bu za pomoci antibiotik. Proteiny inaktivujici ribamy a stej&
tak vy-thioniny se prokazaly svymi antikarcinogennimtinky diky toxicite
k nadorovym bitkam. Proto by bylo dobré soesdit se na vyzkumethto proteir
zejména v této oblasti a@ipadré je vyuZzit @i novych metodach by rakovinnych
onemocgni nebo pipraw antikarcinogennich Iék V sowinnosti s @iznymi
antioxidanty by mohly podle mého nazoru pomociaasipribéh rakovinotvorného
bujeni.

Rostlinné antimikrobialni peptidy a proteiny se é&akyuZivaji pi cilené
ochrag pred rostlinnymi chorobami pomoci procesu transgenoZge
zdokonalovanim metod genetického inzenyrstvi byatmlle mého nazoru stale vice
vyuzivany antimikrobialni peptidy ke zvySovani amhy p@ed rostlinnymi
chorobami. Vyuzivaniéthto peptid by také pispélo k omezeni pouzivani pestiéid
a podobnych fipravki a navic by sniZilo sklimvé ztraty. Problémem v budoucnosti
by vSak mohl byt ndistajici odpor a protestyekterych ekologickych organizaci a
skupin, které nepodporufii odmitaji vyuzivani genovych manipulaci a genstick
modifikovanych organisin | pfes tuto kontroverzi povaZuji vyuZziti
antimikrobiélnich peptidl a proteirii k ochrag zengdélskych plodin proti rostlinnym

chorobam za perspektivni a felba nadalednovat této problematice pozornost.
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V oblasti potravingstvi by krong ZivociSnych a  bakterialnich
antimikrobiélnich peptidl mohly i rostlinné pispet k tvorke novych preparét které
zvysuji trvanlivost potravin,ifjpadre jejich primé vyuzit jako biokonzervaitV této
oblasti se vSak v sdanosti preferuje zejména vyuziti antimikrobialnipbaptich
produkovanych laktobakteriemi, nddad nisin, jehoZz vyuziti se os&%ilo a je
pomeérné rozStené. Mozna aplikace rostlinnych pejitid potravindstvi je proto nyni
spiSe otazkou teorie a jieba nadale studovat vlastnosti rostlinnych AMPstéby
se v tomto sréru daly v SirSim naitku vyuzit.

Jak jsem jiz uvedI, antimikrobialni peptidy a pintejsou velice Sirokou a ne
zcela popsanou skupinou a dérsou objevovani novi zastupci. Potencial vyuziti
rostlinnych antimikrobialnich peptidje podle mého nazoru velkyt auz jde o
lekarstvi, zemddélstvi ¢i jiné oblasti lidskécinnosti. Je proto pétba i nadale
objevovat nové a spolu s jiz objevenymi studovathevlastnosti a fisobeni a také

vytvaret prostor k jejich moznému vyuziti.
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