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ANTIBACTERIAL PEPTIDES ISOLATED FROM THE URINE OF HEALTHY
ADULTS

ADAM J, CHAVKOVA Z, SURZIN J, GREGA B

ANTIBAKTERIÁLNE PEPTIDY IZOLOVANÉ Z MOÈU ZDRAVÝCH ¼UDÍ

Abstract

Adam J, Chavkova Z, Surzin J, Grega B:
Antibacterial Peptides Isolated from the Urine of Healthy
Adults
Bratisl Lek Listy 1999; 100 (3): 135�138

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. (Tab. 1, Fig. 4, Ref. 22.)
Key words: antibacterial activity, peptides, urine, antibiotics,
S. aureus.
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Metódou gélovej chromatografie boli na Sephadexe G-25,
DEAE Sephadexe A-25 a elektroforézou z moèu zdravých
dospelých ¾udí izolované peptidy. Dva z izolovaných pepti-
dov sú antibakteriálne úèinnej�ie ako penicilín a tetracyklín
a preukazujú ve¾kos� inhibiènej zóny ako ampicilín. Ich bli�-
�ia charakteristika ukázala, �e ide o nízkomolekulové peptidy
zlo�ené z 5 a 7 aminokyselín. V oboch peptidoch preukazuje
najvy��iu koncentráciu aminokyselina glycín. (Tab. 1, obr. 4,
lit. 22.)
K¾úèové slová: antibakteriálna aktivita, peptidy, moè, antibioti-
ká, S. aureus.
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Pôvod peptidov v rôznych orgánoch organizmu nie je dosta-
toène objasnený. Niektorí autori sa domnievajú, �e sú to medzi-
produkty syntézy bielkovín (Herp a spol., 1970; Moschera a spol.,
1970; Avramenko a spol., 1972), ale existujú i názory, �e vznika-
jú ako produkty degradácie exogénnych, alebo endogénnych biel-
kovín, alebo majú bakteriálny pôvod (Tupiková, 1983). Skutoè-
nos�, �e vo viacerých z nich sa vyskytujú i tzv. modifikované
aminokyseliny ß-alanín, taurín, sarkozín, citrulín, �-Abu, ß-Abu,
(Dzúrik a spol., 1972; Barna a spol., 1983), nás vedie k predpo-
kladu, �e uvedené látky mô�u by� aj v organizme syntetizované za
úèelom �peciálnych funkcií.

Tento ná� predpoklad nie je v rozpore ani s doteraz platnými
koncepciami a zisteniami, �e mnohé peptidy aj ve¾mi jednodu-
chej �truktúry preukazujú významné biologické úèinky a zúèas-
tòujú sa na metabolických reguláciách (Dzúrik a spol., 1973; Lo-
din a Faltin, 1991; Abiko a spol., 1979) a preukazujú antibakte-
riálne vlastnosti, ako je to zrejmé aj z na�ich predchádzajúcich
prác (Adam a spol., 1982).

Odpoveï na otázku, èi sa takéto peptidy vyluèujú aj do moèu
¾udí, bola cie¾om na�ej práce.

Materiál a metódy

Na analýzu sme pou�ili vybranú 24-hodinovú vzorku moèu
od piatich zdravých dospelých jedincov (vo veku pribli�ne 40 ro-
kov). Jednotlivé kolekcie moèu boli poèas odberu uskladnené
v chladnièke za pridania toluénu (1 ml/1000 ml) ako konzervaè-
ného èinidla.

Do pokusu sa bralo 800 ml moèu, ktorý sme naniesli na koló-
nu s Dowexom 50x8 v H+ cykle za úèelom zbavenia solí a ostat-
ných ne�iaducich látok ru�ivo vplývajúcich na delenie látok chro-
matografickými metódami (Adam a spol., 1985).

Odsolenú vzorku moèu sme frakcionovali gélovou chromato-
grafiou na Sephadexe G-25. Subfrakcionáciu získaných frakcií
sme uskutoènili elektroforézou v pyridín-acetátovom tlmivom roz-
toku (pyridín�kyselina octová�voda v pomere 6:1:1993 a s pH
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5,6) a potenciálovom gradiente (20 V/cm poèas 120 min) a chro-
matografiou na anexe DEAE Sephadex A-25.

Èas� eluátu získaného po delení na DEAE Sephadexe A-25
bola hydrolyzovná HCl c=6 mol/l pri teplote 105 °C poèas 24 h.
Aminokyseliny získané po kyslej hydrolýze sa identifikovali na
automatickom analyzátore aminokyselín (Amino acid analyzer T
339).

Ïal�ia èas� eluátu sa pou�ila na testovanie antibakteriálnych
vlastností. Metódu testovania sme uviedli v na�ich predchádzajú-
cich prácach (Adam a spol., 1983; Sur�in a spol., 1977).

Výsledky

Výsledky frakcionácie vzoriek moèu na Swphadexe G-25 sú
na obrázku 1 (horná èas�). Z obrázka vyplýva, �e nami sledované
dusíkové látky sa rozdelili na 5 samostatných frakcií, ktoré bolo
mo�né kvantifikova� (frakcie A�E).

Frakcie v mno�stve 1 mg/1 ml demineralizovanej vody sme
pou�ili na testovanie antibakteriálnej úèinnosti oproti baktériám
Staphylococcus aureus. Z výsledkov inkubácie (obr. 2) vyplýva,
�e významné antibakteriálne úèinky (posudzujúc pod¾a inhibiè-
ných zón) majú len frakcie B, D a E.

Frakcie A�E sme v ïal�om podrobili deleniu elektroforézou
(obr. 1, dolná èas�). Analýzy ukázali, �e frakcie A�E sa pri elek-
troforetickom delení rozdelili na viaceré subfrakcie. Ich testova-
nie na antibakteriálne vlastnosti ukázalo, �e niektoré z nich (sub-

frakcie C5, C7, D1 a D3 ) majú inhibièný úèinok na rast kmeòa
baktérií Staphylococcus aureus. Ïalej sme sa zamerali len na bli�-
�iu charakterizáciu subfrakcie D1 a D3, ktoré mali najvýznam-
nej�ie antibakteriálne úèinky.

Podrobili sme ich preto ïal�iemu deleniu metódou dvojstup-
òovej analýzy (Gordon a spol., 1975; Furst a spol., 1976) na ko-
lóne anexu DEAE Sephadex. Zistili sme, �e subfrakcia D1 je ho-
mogénna a subfrakcia D3 sa rozdelila na �tyri subsubfrakcie 1�
4 (obr. 3).

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. Gélová chromatografia vzorky moèu na Sephadexe G-25 (hore).
Separácia frakcií získaných gélovou chromatografiou na Sephadexe
G-25 elektroforézou (dole).

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. Inhibícia rastu baktérií S. aureus frakciami A, B a C izolova-
nými z moèu chromatografiou na Sephadexe G-25.

Fig. 3. Separation of subfraction D3 (obtained by electrophoresis) on
Deae Sephradex A-25. Stripped peak designes the subsubfraction with
antibacterial activity.
Obr. 3. Separácia subfrakcie D

3 
(získanej elektroforézou) na Deae Sep-

hadexe A-25. Prú�kovane je vyznaèená subsubfrakcia s antibakteriál-
nou aktivitou.
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Z uvedených subsubfrakcií antibakteriálnu aktivitu mala len sub-
subfrakcia, ktorú sme oznaèili symbolom D3-3 (na obrázku 3 �rafo-
vaná). Na obrázku 4 je uvedené porovnanie antibakteriálnej úèinnosti
frakcie B oproti antibiotikám penicilínu, tetracyklínu a ampicilínu.

Teoretický predpoklad, �e ide o peptidy, nám potvrdila mine-
rálna hydrolýza subfrakcie D1 a D3-3 a ich následná kvalitatívna
a kvantitatívna analýza na automatickom analyzátore aminokyse-
lín. Výsledky analýz sumarizuje tabu¾ka 1.

Diskusia

Stavovce majú okrem �pecifického imunitného systému aj
ne�pecifický obranný systém, na ktorom sa zúèastòujú peptidy
s bakteriostatickým a� baktericídnym úèinkom (Kharchenko, 1990;
Nikolas a spol., 1992). Takéto peptidy sú v zdravých a patologic-
kým procesom postihnutých bunkách makroorganizmov a mik-
roorganizmov (Anderson a spol., 1977; Menyhart, 1989). Anti-
bakteriálne peptidy boli izolované najmä z peèeòového a obliè-
kového tkaniva vy��ích �ivoèíchov (Avramenko a spol., 1972;
Kornguth a Kunin, 1973; Sur�in a spol., 1983).

V predchádzajúcich prácach sme poukázali na to, �e antibak-
teriálne peptidy sa okrem tkanív vy��ích �ivoèíchov vyskytujú aj
v moèi zdravých a chorých ¾udí (Adam a spol., 1976, 1978, 1983).

Peptidy moèu dospelých jedincov majú významné antibakte-
riálne úèinky a vplývajú na rast kultúr baktérií Staphylococcus au-
reus. Pri porovnaní ich inhibièných zón so zónami získanými inhi-
bíciou rastu uvedených kmeòov baktérií s antibiotikami penicilí-
nom, tetracyklínom a ampicilínom (obr. 4) sme zistili, �e dva z izo-
lovaných peptidov (C a D) sú antibakteriálne úèinnej�ie ako penicilín
a tetracyklín a majú ve¾kos� inhibiènej zóny ako ampicilín.

Pri hodnotení ich aminokyselinového zlo�enia sa zistilo, �e
majú zhodné aminokyselinové zlo�enie okrem aminokyselín me-
tionín a arginín, ktoré sú prítomné v peptide D3 a v peptide D1
sa nevyskytujú. V oboch peptidoch (D3 a D1) preukazuje najvy-
��iu koncentráciu aminokyselina glycín (tab. 1). Peptidy obsahu-
júce aminokyselinu glycín, ako uvádza Payne (1968), sú pohoto-

vo a rýchlo transportované do vnútra bunky, kde majú extrémne
vysoký inhibièný úèinok na rast baktérií Lactobacillus casiei, typu
7469 (Leach a Snell, 1963).

Je zrejmé, �e pre splnenie inhibièných vlastností musí by� za-
chovaná podmienka pomerne ¾ahkého transportu peptidu do bun-
ky a odolnosti voèi intracelulárnej hydrolýze. Budúcnos� v tomto
smere, ako uvádza Payne (1972), patrí peptidom v�eobecne odol-
ným voèi hydrolýze, z ktorých najvhodnej�ie sa zdajú peptidy
majúce metylovú skupinu na dusíku peptidovej väzby.

Nález metylovaného cysteínu v oboch nami izolovaných pep-
tidoch toto zistenie len podporuje.*
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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. Inhibièné zóny S. aureus na agarovej pôde frakciou B izolova-
nou gélovou chromatografiou na Sephadexe G-25 z moèu zdravých
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mg/1 ml).

Tab. 1. Aminokysleinové zlo�enie subfrakcií izolovaných z moèu zdra-
vých ¾udí. Koncentrácia aminokyselín je daná v µmol/celkový objem
moèu.
Tab. 1. Amino acid composition of subfractions isolated from urine of
healthy adults. Concentration of amino acids is given in µmol/total
volume of urine.

Found amino acids Fraction C
7

Fraction
3-3

Nájdené aminokyseliny Frakcia C
7

Frakcia
3-3

Lys 57,0  25,4
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

3
H 50,25 14,0

M-cys 63,75 25,0

* Práca je venovaná k �ivotnému jubileu prof. MUDr. Viliama Méze�a,
DrSc.
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PREDSTAVUJEME NOVÉ KNIHY

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

Neuropsychológia je definovaná ako dis-
ciplína skúmajúca vz�ahy medzi po�kodením
mozgu a správaním. Klinická neuropsycho-
lógia je aplikovaná disciplína, ktorá je súèas-
�ou psychológie, najmä klinickej, ale súèas-
ne je na hraniciach ïal�ích odborov � najmä
neurológie, psycvhiatrie a �peciálnej pedago-
giky. Neuropsychológia vy�etruje klinicky
a experimentálne poruchy mozgu, ktoré sú-
visia s jeho po�kodením, vychádza od rie�e-

nia otázok afázií, praxie, gnózie, pamäti a inteligencie a smeruje
k diagnostike a klasifikácii pacientov s organickým podkladom ne-
uropsychologických príznakov.

Pod¾a slov autorov obsahuje neuropsychológia u nás v�eobecne
zatia¾ len zárodky psychologickej disciplíny. Chýbajú �pecializo-
vané neuropsychologické pracoviská, metódy rehabilitácie a �ir�í
okruh odborníkov, ktorí by túto problematiku rozvíjali. Práve
v predlo�enej publikácii sa kolektív èeských autorov pokúsil spo-
ji� prácu odborníkov z oblasti psychológie, neurológie, logopédie
a psychiatrie a prinies� prierez skúsenos�ami v tomto odbore.

Aotir rozdelili knihu do 6 èastí. V úvode definujú predmet
neuropsychológie v kontexte jeho vývoja a súèasného poh¾adu na
túto problematiku. V 1. èasti sa venujú neuropsychologickému vy-
�etreniu a opisu dostupných techník. 2. èas� sa zaoberá porucha-
mi pamäti (vèítane poruchami pamä�i pri starnutí) a mo�nos�ami
lieèby. 3. èas� sa zaoberá hlavnými problémami neuropsychológie
v klinickej praxi (demencia, Huntingtonova choroba, Parkinso-
nova choroba, neuropsychológia cievnych mozgových príhod,
epilepsia, schizofrénia, neurotoxicita � v�dy vo vz�ahu k neurop-
sychológii). Vo 4. èasti sa autori venujú problematike neuropsy-
chológie a porúch reèi. Poèítaèové testovacie batérie (metódy ap-
likovanej neuropsychológie) tvoria 5. èas� a neuropsychologická
rehabilitácia poslednú 6. èas�.

Publikácia je spracovaná ako vedecká publikácia s dostatoè-
ným poètom vedeckých prameòov (literatúra je v závere ka�dej
èasti), èo nároènému èitate¾ovi umo�òuje vytvára� si vlastný ná-
h¾ad v danej problematike. Publikáciu odporúèam do pozornosti
nielen klinickým psychológom, ale aj neurológom, psychiatrom
a praktickým lekárom, pre ktorých mô�e by� zdrojom ïal�ích in-
formácií v spleti zlo�itých neuropsychologických vz�ahov, v kto-
rých sa uvedení odborníci vo vz�ahu k pacientom pohybujú.

M. Bernadiè


