PEPTIDKEM

Den farste forsvarslinje

Sma, positivt ladede peptider er den mest primitive, men dog meget effektive forsvarslinje
mod infektioner fra de fleste patogener. En del af det medfadte immunforsvar, der deles af alle
levende organismer, lzerer os nye mader at bekeempe antibiotika-resistente patogener pa
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Alle levende organismer har udviklet forsvarsmekanismer mod
patogener, mekanismer der er arts- og miljgspecifikke. Orga-
nismer udsettes for talrige potentielle patogener og har brug
for et steerkt immunrespons. Alle levende organismer har et
medfedt immunrespons. Det er en af de &ldste og mest ud-
bredte forsvarsmekanismer, og det har skabt seerlig interesse
for sma kationiske antimikrobielle peptider (CAPS).

Det tilpassede immunrespons aktiveres ved at en kompleks
reekke af begivenheder seettes i gang, hvilket kan tage dage.
CAPs syntetiseres derimod hele tiden. Nar der kreeves et starre
respons, induceres der f.eks. single gen-indkodede CAPs som
respons pa lipopolysaccharider (LPS, en stor bestanddel af ydre
membraner i Gram-negative bakterier) [1]. Antimikrobielle
peptider er ogsa vigtige »effector«-molekyler, der giver
sekundaer respons, nar der er et passende immunsignal til stede.
Som en farste forsvarslinje er antimikrobielle peptider effekti-
ve, fordi target bakterieceller hurtigt dreebes. De er aktive
mange steder (Gram-negative og Gram-positive bakterier,
fungi, vira, tumorceller etc.), syntetiseres efter den farste
stimulering i store maengder pa kort tid og virker som »effec-
tor«-molekyler, der forbinder det medfgdte immunforsvar med
det tilpassede [2].

Peptiderne oplagres i granuler i immunceller, fagocytter,
epitelceller (lunger, luftrar, gjne etc.) og frigives som en fgrste
forsvarslinje mod infektioner.

Peptiderne er meget forskellige og fordelingen i plante-,
insekt- og dyreriget
er varieret. Den store

med et lignende immunforsvar (ud over den tilpassede meka-
nisme). Det viste sig, at hvirveldyr har antimikrobielle pepti-
der, bl.a. defensiner og cathelicidiner. De sidste to artier er over
500 antimikrobielle peptider blevet karakteriseret og sekvente-
ret (www.bbcm.univ.trieste.it/-tossi.pagl.html). Meget af denne
forskning har fokuseret pa forstaelsen af mekanismen, forbed-
ring af peptidernes aktivitetsniveau og begraensning af deres
celletoksicitet.

Oprindelse og struktur
Selv om peptiderne er meget forskellige mht. l&engde, sekven-
ser og sekundzer struktur har de alle serlige egenskaber, som
ger dem velegnede til bakteriebekaeempelse. De er sedvanligvis
polykationiske med en samlet positiv ladning, der stammer fra
lysin og/eller arginin-enheder, de er amfifile, har en karakteri-
stisk hydrofob og hydrofil overflade og bestar af mindre end 60
aminosyrer.

Pa trods af de store strukturelle forskelle og de store sekvens-
variationer kan de fleste CAPs kategoriseres i fire store grupper
(tabel 1):

1. Cystein-indeholdende peptider danner en eller flere
disulfidbroer. a- og -defensiner fra neutrofile
granulocytter og epitelceller udger f.eks. en stiv amfipatisk
triple-strenget antiparallel 3-sheet-struktur med tre
disulfidbroer [4].

variation af CAPs Peptider Strukturel klasse Aminosyresekvens
vidner om deres
plads i evolutionen, ~ Cecropin P1 oL-helix SWLSKTAKKLENSAKKRISEGIAIAIQGGPR
hvor tilpasning til o )
miljget har givet Magainin 11 O-helix GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS
artsspecifikke klasser . .
3] P Kanin a-defensin (NP-1) B-sheet WC AC,RRALC,LPRERRAGFC RIRGRIHLC,C.RR
| forste omgang  y;;man b-defensin B-sheet DHYNC VSSGQC,LYSAC,PIFTKIQGTC,YRGKAKC C K
studeredes iseer
hvirvellgse dyrog  svineprotegrin 1 B-sheet RGGRLC,YC,RRRFC,VC VGR-NH,
amfibium (dyr der
kan leve bade i vand  Kvagbactenicin loop RLC,RIVVIRVCR
og pa landjorden)
som mulige kilder til ~ Brevinin 1E loop FLPLLAGLAANFLPKIFC KITRKC,
antimikrobielle . :
peptider (bier, Kvegindolicidin udvidet ILPWKWPWWPWRR-NH,
skorpioner, froer Svine PR39 udvidetd RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP-NH,

etc.). Det blev dog
hurtigt klart, at alle

Aminosyrer i fed er positivt ladede ved neutral pH; de nedlgftede tal ved C repreasenterer forbindende disulfidbroer.

levende organismer
matte veere udstyret
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Tabel 1. Eksempler pa forskellige CAP-strukturer.
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Peptider Effekt Rolie | Immensystemet Refs begge bakterielle membraner
: : . for at kunne designe effekti-
. . kunne skelne mellem
L L e 3 bakterielle membraner og
PR-39 Chemetaxis af neutrofiler Furager fagocytisk aktivilet 2] pattedyrs-membraner,
hvorved celletoksiske
o ‘ Relouierer  T-hjclpecelier og  imitiorer  coliuliert bivirkninger som f.eks. rad
LL-37 (eathelicidin) ~ Chemotiuxia of T-celler [} blodcellehamolyse undgas.

CAPs har en meget skarp-

Tabel 2. CAPs som »effector«-molekyler

2. Lineare peptider (f.eks. cecropin fra silkesommerfugle og
magainin fra frgskind [4]) er ofte tilfeeldigt snoet i et poleert
miljg. | et hydrofobt miljg associerer de med libidbilaget i
bakterielle membraner og far en a-helisk amfifil struktur
[5].

3. Peptider, der defineres af en disulfidbro, er loop-strukturer
med haler. Brevinin fra frgskind har en disulfidbro ved den
ekstreme ende af C-terminus savel som Bactenicin fra ko-
og fareneutrofiler [6].

4. Peptider med en eller flere aminosyrer som er overudtrykt,
f.eks. histatin fra humane spytkirtler (rige pé histidin [7])
og indolicidin fra okseneutrofiler (rige pa tryptophan [8]).

De bedst kendte antimikrobielle pattedyrspeptider er
cathelicidiner og defensiner.

Cathelicidiner findes i neutrofiler og er naturligt opbevarede
precursere. De spaltes enzymatisk til en meget effektiv antibak-
teriel agent, der frigives ekstracellulert [9].

Defensiner syntetiseres ogsa som prepropeptider og lagres i
fagocytiske vakuoler. De frigives inde i cellen som respons pa
infektion [10]. Ud over at veere effektive antibakterielle agenter
initierer cathelicidiner og defensiner et tilpasset respons [11].
CAPs fungerer ofte som »effector«-molekyler, der kommunike-
rer og sender specifikke beskeder mellem det medfadte og det
tilpassede immunsystem. Det resulterer f.eks. i (tabel 2)
degranulering af neutrofiler, hvilket frigiver store mengder
peptider og initierer pro-beteendelsesprocesser [10].

Aktivitetsmekanisme og toksicitet

Den stigende interesse for CAPs skyldes den voksende bakteri-
elle resistens mod traditionel antibiotika. Patogener kan
udvikle utallige komplekse mekanismer til at modsta antibio-
tika: udstrgmningspumper, modifikation af membranreceptorer,
modifikation af transmembranporer etc. [14]. En af CAPs
vigtigste egenskaber er den positive ladning, der favoriserer
elektrostatiske interaktioner med bakterielle membraner, der
indeholder negativt ladede sure phospholipider [3]. Dyre- og
plante-ydermembraner bestar af elektrisk neutrale
zwitterioniske phospholipider (phosphatidylcholin og
sphingomyelin), og det er derfor mindre sandsynligt, at de
elektrostatisk tiltreekker de positivt ladede peptider. Ud over
den positive ladning kan peptidernes hydrofobe egenskaber
bruges til at forudsige deres celletoksicitet over for eukaryote
celler [15].

Selv om en del CAPs er aktive inden for et bredt spektrum,
er de fleste peptider kun aktive mod visse typer mikroorganis-
mer. Derfor er effektiviteten ogsa baseret pa synergi mellem
forskellige typer peptider, der syntetiseres af specialiseret vev,
savel som andre komponenter i det medfgdte immunforsvar
(som lactoferrin [16] og lysozym [17]).

Pga. den vigtige forskel mellem deres membraner har Gram-
positive og Gram-negative bakterier forskelligt respons over
for samme CAP. Derfor skal man have et godt kendskab til
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sindig og selektiv aktivitets-
og genkendelsesmekanisme.
Modificeres graden af
hydrofobe egenskaber ved at tilfgje eller fjerne en positivt ladet
enhed endres peptidernes effektivitet og selektivitet for target
dramatisk [18]. Gennem de sidste to artier er visse mgnstre
dukket op som et resultat af omfattende studier af strukturakti-
vitet af forskellige klasser af CAPs.

To kriterier ser ud til at vaere vigtige: kationiske egenskaber
og et hydrofobt indhold pa mindst 50%. Selv om CAPs pracise
drabsmekanisme for bakterier stadig debatteres, har Shai-
Matsuzaki-Huang-modellen forudsagt et vist antal trin [19-21]:
(i) peptiderne tiltreekkes elektrostatisk til den bakterielle

celleoverflade, den sékaldte selvpromoverende
genkendelses-»pathway« og
(ii) ndr en teerskel i ratioen peptid/lipid nés, organiserer pep-
tiderne sig og danner en permeations-»pathway« [22].
Der er to hypoteser:

| »the carpet mechanism theory« daekker peptiderne den
bakterielle membran. Nér peptiderne nar en vis koncentration,
vil de virke som detergenter og lave huller i den bakterielle
membran.

I »the barrel-stave mechanism theory« [23] vil peptiderne
efter at have néet en vis graense spontant organisere sig selv i
aggregater. Disse strukturer danner porer i den bakterielle
membran og gdelaegger den osmotiske balance og det elektri-
ske potentiale, hvilket resulterer i bakteriel celledad [24].

En tredje mindre udforsket teori gar ud p4, at peptiderne
bruger deres fysio-kemiske egenskaber til at passere gennem
den bakterielle membran. Nar de er inde i bakterien, nar de
deres egentlige mal (nukleinsyrer, proteiner). £ndring af
DNA-syntesen eller forstyrrelse af proteinsyntesen indikerer at
visse CAPs virkelig reagerer pa denne made.

Resistens er stadig et problem

For at kunne bruge CAPs som et alternativ til bakterielt
resistente antibiotika skal deres aktivitet og specificitet forsteer-
kes. In vivo-studier har vist, at det kraever en meget hgjere
dosis af CAP at pavirke membranlaekager i bakterien. Det
samme gelder inaktivering af visse CAPs forarsaget af metal-
ioner, serum, proteaser og hgje saltkoncentrationer (f.eks.
defensiner i epitellungevav [25]). Utallige forseg pa at indfare
modstand mod visse CAPs [26] sammenlignet med traditionelt
antibiotika er ikke lykkedes. Det demonstrerer, hvor vigtige
CAPs kan veere som alternativ i kampen mod resistente
patogener [27,28]. En forklaring er det besveer og den energi,
der kraeves far bakterien modificerer sin cellemembran til at
overfare resistens. Det star i modsatning til traditionelle
antibiotika, der har specifikke targets, som effektivt kan
modificeres af bakterien.

Pa trods af CAPs ideale natur som et alternativ til »traditio-
nelle« antibiotika, har de vist tegn pa resistens: tilfelde af
resistens er blevet pavist i visse bakterier, hvor ydermembranen
f.eks. modificeres ved at reducere antallet af negative ladninger
eller forgge antallet af positive. Det afspejler kun den langvari-
ge sameksistens mellem mennesker og bakterier [29,30].
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Der er behov for, at man globalt begraenser den skade, der
skyldes overdreven receptudskrivning og rutinemaessig supple-
ment af fgdevarer og varer med antimikrobielle midler [31].

Konklusion

Gennem de sidste 50 ar har ubetaenksom brug af antibiotika pé

globalt plan skabt et evolutionzrt pres pa bakterierne. Deres
svar pa presset var resistens over for mange antibiotika inklu-
sive vancomycin. Den dramatiske situation har medfart en
sggen efter antibiotika med nye reaktionsmekanismer og CAPs
er lovende kandidater.

Acrtiklen er oversat fra engelsk af redaktionen for Dansk Kemi.
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Nyt om cyclopentyn

Noriyuki Suzuki i Japan har sammen med medarbejdere
fremstillet et stof med en cyclopentynring, se figur.

De fleste af Dansk Kemis lasere har i 1. gymnasieklasse
leert, at i ethynderivater

R-C=C-R

ligger RCCR altid pa en ret linie. Det er altsa ikke leengere
rigtigt. Der findes ikke-linegre. Det skal tilfgjes, at Noriyuki
Suzuki forgeeves har forsggt at fremstille enklere
cyclopentynderivater.
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