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ANTIBACTERIAL PEPTIDES ISOLATED FROM THE URINE OF HEALTHY
ADULTS
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Gel chromatography on Sephadex G-25, DEAE Sephadex A-25
and electrophoresis were used for isolation of two peptides from
urine of healthy adults. Isolated peptides exhibited a higher an-
tibacterial activity than antibiotics penicillin and tetracycline.
The inhibitory zone of these peptides is similar to that of ampi-
cilin. Chemical analysis of the isolated peptides revealed that
one is composed of 5 and the other of 7 amino acids. In both
peptides was the concentration of glycine the highest from all
amino acids. the highest. (7ab. 1, Fig. 4, Ref. 22.)

Key words: antibacterial activity, peptides, urine, antibiotics,
S. aureus.

Pdvod peptidov v réznych organoch organizmu nie je dosta-
to¢ne objasneny. Niektori autori sa domnievajui, zZe su to medzi-
produkty syntézy bielkovin (Herp a spol., 1970; Moschera a spol.,
1970; Avramenko a spol., 1972), ale existuji i ndzory, ze vznika-
ju ako produkty degradacie exogénnych, alebo endogénnych biel-
kovin, alebo maju bakteridlny pévod (Tupikova, 1983). Skutoc-
nost, ze vo viacerych z nich sa vyskytuju i tzv. modifikované
aminokyseliny B-alanin, taurin, sarkozin, citrulin, *-Abu, 3-Abu,
(Dzurik a spol., 1972; Barna a spol., 1983), nas vedie k predpo-
kladu, ze uvedené latky mozu byt aj v organizme syntetizované za
ucelom Specialnych funkecii.

Tento nas predpoklad nie je v rozpore ani s doteraz platnymi
koncepciami a zisteniami, Zze mnohé peptidy aj velmi jednodu-
chej struktiry preukazuju vyznamné biologické ucinky a zucas-
thuju sa na metabolickych regulaciach (Dzurik a spol., 1973; Lo-
din a Faltin, 1991; Abiko a spol., 1979) a preukazuju antibakte-
ridlne vlastnosti, ako je to zrejmé aj z naSich predchadzajicich
prac (Adam a spol., 1982).

Abstrakt

Adam J., Chavkova Z., Surzin J., Grega B.:
Antibakterialne peptidy izolované z mocu zdravych Tudi
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Metddou gélovej chromatografie boli na Sephadexe G-25,
DEAE Sephadexe A-25 a elektroforézou z mocu zdravych
dospelych Tudi izolované peptidy. Dva z izolovanych pepti-
dov su antibakteridlne uc¢innejsie ako penicilin a tetracyklin
a preukazuju velkost inhibi¢nej zony ako ampicilin. Ich bliz-
Sia charakteristika ukazala, Ze ide o nizkomolekulové peptidy
zlozené z 5 a 7 aminokyselin. V oboch peptidoch preukazuje
najvyssiu koncentraciu aminokyselina glycin. (7ab. 1, obr. 4,
lit. 22.)

KIacové slova: antibakteridlna aktivita, peptidy, moc¢, antibioti-
ka, S. aureus.

Odpoved na otazku, ¢i sa takéto peptidy vylucuju aj do mocu
Tudi, bola cielom nasej prace.

Material a metody

Na analyzu sme pouzili vybranu 24-hodinovu vzorku mocu
od piatich zdravych dospelych jedincov (vo veku priblizne 40 ro-
kov). Jednotlivé kolekcie mocu boli pocas odberu uskladnené
v chladnicke za pridania toluénu (1 ml/1000 ml) ako konzervac-
ného ¢inidla.

Do pokusu sa bralo 800 ml mocu, ktory sme naniesli na kold-
nu s Dowexom 50x8 v H" cykle za uc¢elom zbavenia soli a ostat-
nych neziaducich latok rusivo vplyvajucich na delenie latok chro-
matografickymi metddami (Adam a spol., 1985).

Odsolentl vzorku mocu sme frakcionovali gélovou chromato-
grafiou na Sephadexe G-25. Subfrakciondciu ziskanych frakcii
sme uskutoc¢nili elektroforézou v pyridin-acetdtovom tlmivom roz-
toku (pyridin—kyselina octovi—voda v pomere 6:1:1993 a s pH
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Fig. 1. Gel chromatography of urine sample on Sephadex G-25 (abo-

ve). Separation of fractions obtained by middle-voltage electrophore-

sis (below).

Obr. 1. Gélova chromatografia vzorky moc¢u na Sephadexe G-25 (hore).

Separacia frakcii ziskanych gélovou chromatografiou na Sephadexe
G-25 elektroforézou (dole).

5,6) a potencialovom gradiente (20 V/cm pocas 120 min) a chro-
matografiou na anexe DEAE Sephadex A-25.

Cast eludtu ziskaného po deleni na DEAE Sephadexe A-25
bola hydrolyzovnd HCI c=6 mol/l pri teplote 105 °C pocas 24 h.
Aminokyseliny ziskané po kyslej hydrolyze sa identifikovali na
automatickom analyzatore aminokyselin (Amino acid analyzer T
339).

Dal3ia Gast eludtu sa pouzila na testovanie antibakteridlnych
vlastnosti. Metddu testovania sme uviedli v nasich predchadzaju-
cich pracach (Adam a spol., 1983; Surzin a spol., 1977).

Vysledky

Vysledky frakcionacie vzoriek mocu na Swphadexe G-25 su
na obrazku 1 (horna cast). Z obrazka vyplyva, zZe nami sledované
dusikové latky sa rozdelili na 5 samostatnych frakcii, ktoré bolo
mozn¢é kvantifikovat (frakcie A—E).

Frakcie v mnozstve 1 mg/1 ml demineralizovanej vody sme
pouzili na testovanie antibakteridlnej ucinnosti oproti baktériam
Staphylococcus aureus. Z vysledkov inkubacie (obr. 2) vyplyva,
ze vyznamné antibakteridlne ucinky (posudzujic podla inhibic-
nych z6n) maju len frakcie B, D a E.

Frakcie A—E sme v dalSom podrobili deleniu elektroforézou
(obr. 1, dolna cast). Analyzy ukazali, ze frakcie A—E sa pri elek-
troforetickom deleni rozdelili na viaceré subfrakcie. Ich testova-
nie na antibakterialne vlastnosti ukazalo, Ze niektoré z nich (sub-

Fig. 2. Inhibition of bacterial growth of S. aureus by the fractions A, B
and C isolated from urine using chromatography on Sephadex G-25.
Obr. 2. Inhibicia rastu baktérii S. aureus frakciami A, B a C izolova-
nymi z mocu chromatografiou na Sephadexe G-25.

J

Fig. 3. Separation of subfraction D, (obtained by electrophoresis) on
Deae Sephradex A-25. Stripped peak designes the subsubfraction with
antibacterial activity.

Obr. 3. Separicia subfrakcie D, (ziskanej elektroforézou) na Deae Sep-
hadexe A-25. Pruzkovane je vyznadena subsubfrakcia s antibakterial-
nou aktivitou.

frakcie C5, C7, D1 a D3 ) majt inhibi¢ny u¢inok na rast kmena
baktérii Staphylococcus aureus. Dalej sme sa zamerali len na bliz-
Siu charakterizaciu subfrakcie D1 a D3, ktoré mali najvyznam-
nejsie antibakteridlne ucinky.

Podrobili sme ich preto dalSiemu deleniu metédou dvojstup-
novej analyzy (Gordon a spol., 1975; Furst a spol., 1976) na ko-
l6ne anexu DEAE Sephadex. Zistili sme, ze subfrakcia D1 je ho-
mogénna a subfrakcia D3 sa rozdelila na Styri subsubfrakcie 1—
4 (obr. 3).
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Fig. 4. Inibition zones of S. aureus on agarose gel by fraction B (isola-
ted by gel chromatography on Sephadex G-25 from urine of healthy
adults) and of antibiotics tetracycline — T, penicillin — P, ampicilin
—A (1 mg/1 ml).

Obr. 4. Inhibi¢né zony S. aureus na agarovej péde frakciou B izolova-
nou gélovou chromatografiou na Sephadexe G-25 z mocu zdravych
Iudi a antibiotik tetracyklinu — T, penicilinu — P, ampicilinu — A (1
mg/1 ml).

Z uvedenych subsubfrakcii antibakteridlnu aktivitu mala len sub-
subfrakcia, ktort sme oznacili symbolom D3-3 (na obrazku 3 srafo-
vana). Na obrazku 4 je uvedené porovnanie antibakteridlnej uc¢innosti
frakcie B oproti antibiotikam penicilinu, tetracyklinu a ampicilinu.

Teoreticky predpoklad, Ze ide o peptidy, nam potvrdila mine-
ralna hydrolyza subfrakcie D1 a D3-3 a ich naslednd kvalitativna
a kvantitativna analyza na automatickom analyzatore aminokyse-
lin. Vysledky analyz sumarizuje tabulka 1.

Diskusia

Stavovce maji okrem $pecifického imunitného systému aj
nespecificky obranny systém, na ktorom sa zucastituju peptidy
s bakteriostatickym az baktericidnym u¢inkom (Kharchenko, 1990;
Nikolas a spol., 1992). Takéto peptidy su v zdravych a patologic-
kym procesom postihnutych bunkach makroorganizmov a mik-
roorganizmov (Anderson a spol., 1977; Menyhart, 1989). Anti-
bakterialne peptidy boli izolované najmd z peceniového a oblic-
kového tkaniva vysSich Zivoc¢ichov (Avramenko a spol., 1972;
Kornguth a Kunin, 1973; Surzin a spol., 1983).

V predchadzajucich pracach sme poukazali na to, Ze antibak-
teridlne peptidy sa okrem tkaniv vyssich zivo¢ichov vyskytuju aj
v mo¢i zdravych a chorych ludi (Adam a spol., 1976, 1978, 1983).

Peptidy mocu dospelych jedincov maju vyznamné antibakte-
ridlne G¢inky a vplyvaju na rast kultur baktérii Staphylococcus au-
reus. Pri porovnani ich inhibi¢nych zén so zénami ziskanymi inhi-
biciou rastu uvedenych kmenov baktérii s antibiotikami penicili-
nom, tetracyklinom a ampicilinom (obr. 4) sme zistili, Ze dva z izo-
lovanych peptidov (C a D) st antibakterialne u¢innejsie ako penicilin
a tetracyklin a maju velkost inhibi¢nej zoény ako ampicilin.

Pri hodnoteni ich aminokyselinového zlozenia sa zistilo, ze
majui zhodné aminokyselinové zlozenie okrem aminokyselin me-
tionin a arginin, ktoré su pritomné v peptide D3 a v peptide D1
sa nevyskytuju. V oboch peptidoch (D3 a D1) preukazuje najvy-
$8iu koncentraciu aminokyselina glycin (tab. 1). Peptidy obsahu-
juce aminokyselinu glycin, ako uvadza Payne (1968), s pohoto-

Tab. 1. Aminokysleinové zloZenie subfrakcii izolovanych z mo¢u zdra-
vych Tudi. Koncentracia aminokyselin je dana v pmol/celkovy objem
mocu.

Tab. 1. Amino acid composition of subfractions isolated from urine of
healthy adults. Concentration of amino acids is given in pmol/total
volume of urine.

Found amino acids Fraction C, Fraction, ,

Najdené aminokyseliny Frakeia C, Frakcia, ,
Lys 57,0 254
His 52,5 22,8
Arg - 16,0
Gly 475,0 323,6
Ala 154,25 61,4
Ser 147,5 74,2
H-ser - -
Val 72,25 25,8
Leu 52,2 22,4
Ile 36,5 12,8
Nleu 254,2 205,8
Phe 21,0 16,2
Thr 116,7 39,6
Tyr 18,0 20,0
Met - 11,2
Pro 58,2 28,0
Asp 273,2 137,0
Glu 274,0 174,0
CySO,H 50,25 14,0
M-cys 63,75 25,0

vo a rychlo transportované do vnutra bunky, kde maju extrémne
vysoky inhibi¢ny u¢inok na rast baktérii Lactobacillus casiei, typu
7469 (Leach a Snell, 1963).

Je zrejmé, ze pre splnenie inhibi¢nych vlastnosti musi byt za-
chovana podmienka pomerne lahkého transportu peptidu do bun-
ky a odolnosti voéi intracelularnej hydrolyze. Buducnost v tomto
smere, ako uvadza Payne (1972), patri peptidom vSeobecne odol-
nym voc¢i hydrolyze, z ktorych najvhodnejsie sa zdaju peptidy
majuce metylova skupinu na dusiku peptidovej vizby.

Nalez metylovaného cysteinu v oboch nami izolovanych pep-
tidoch toto zistenie len podporuje.”
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PREDSTAVUJEME NOVE KNIHY

Preiss M. a kol.: Klinicka neuropsychologie. Grada Publ.
1998, 13 obr. ¢b., 37 tab., V4, B5, 408 s., cena 628 Sk.

rETEE— Neuropsychologia je definovana ako dis-
ciplina skiimajuca vzfahy medzi poskodenim

K TNICEA mozgu a spravanim. Klinickd neuropsycho-

SEL RO CHELCEE légla]e aplikované. disciplina, ktoreije sucas-

tou psycholdgie, najmé klinickej, ale sucas-

ne je na hraniciach dalsich odborov — najma

neuroldgie, psycvhiatrie a Specialnej pedago-

giky. Neuropsycholdgia vySetruje klinicky

a experimentalne poruchy mozgu, ktoré su-

visia s jeho poskodenim, vychddza od rieSe-
nia otazok afazii, praxie, gndzie, pamti a inteligencie a smeruje
k diagnostike a klasifikacii pacientov s organickym podkladom ne-
uropsychologickych priznakov.

Podla slov autorov obsahuje neuropsychologia u nas vseobecne
zatial len zarodky psychologickej discipliny. Chybaju Specializo-
vané neuropsychologické pracoviska, metddy rehabilitacie a $irsi
okruh odbornikov, ktori by tito problematiku rozvijali. Prave
v predlozenej publikacii sa kolektiv ¢eskych autorov pokusil spo-
jit pracu odbornikov z oblasti psychologie, neuroldgie, logopédie
a psychiatrie a priniest prierez skusenostami v tomto odbore.

Aotir rozdelili knihu do 6 ¢asti. V tvode definuji predmet
neuropsycholdgie v kontexte jeho vyvoja a su¢asného pohladu na
tuto problematiku. V 1. ¢asti sa venuju neuropsychologickému vy-
Setreniu a opisu dostupnych technik. 2. ¢ast sa zaobera porucha-
mi pamiti (véitane poruchami pamiti pri starnuti) a moznostami
lieCby. 3. Cast sa zaobera hlavnymi problémami neuropsycholdgie
v klinickej praxi (demencia, Huntingtonova choroba, Parkinso-
nova choroba, neuropsycholégia cievnych mozgovych prihod,
epilepsia, schizofrénia, neurotoxicita — vzdy vo vztahu k neurop-
sycholdgii). Vo 4. Casti sa autori venuju problematike neuropsy-
chologie a portch reci. Pocitacové testovacie batérie (metody ap-
likovanej neuropsycholdgie) tvoria 5. cast a neuropsychologicka
rehabilitacia poslednu 6. Cast.

Publikacia je spracovana ako vedecka publikacia s dostatoc-
nym poc¢tom vedeckych pramenov (literatira je v zavere kazdej
Casti), ¢o naronému Citatelovi umoziuje vytvarat si vlastny na-
hlad v danej problematike. Publikdciu odpori¢am do pozornosti
nielen klinickym psycholégom, ale aj neuroldgom, psychiatrom
a praktickym lekarom, pre ktorych méze byt zdrojom dalsich in-
formacii v spleti zlozitych neuropsychologickych vztahov, v kto-
rych sa uvedeni odbornici vo vztahu k pacientom pohybuju.

M. Bernadic



