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SAZETAK

U zadnjih nekoliko godina, patogene bakterije su razvile rezistenciju na vec¢inu poznatih klasa
antibiotika, ukljucuju¢i pojavu visestruko rezistentnih ,,superbakterija“. Javila se potreba za
razvojem novih terapeutika, a kao potencijalni kandidati namec¢u se antimikrobni peptidi
(AMP) koji ¢ine sastavni dio urodenog imunoloskog sustava svih zivucih vrsta na Zemlji.
Velika strukturalna razli¢itost i multimodalni mehanizam djelovanja koji ¢esto ukljucuje
narusavanje membranskog integriteta stanice, omogucuju im aktivnost sirokog spektra naspram
patogenih mikroorganizama. Prouc¢avanje AMP-a iz morskih $koljkasa je bitno iz evolucijske
perspektive, ali i njihovog biomedicinskog potencijala u razvoju novih lijekova.Unato¢
obecavaju¢im uspjesima, AMP jo§ nisu zazivjeli Svoj puni potencijal u medicini prvenstveno
zbog skupih troSkova proizvodnje, Cesto visoke toksi¢nosti po stanice Covjeka i velike
nestabilnosti u in vivo uvjetima.
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In recent years, pathogenic bacteria have developed resistance to most of the antibiotic classes
in use today, including emergence of multi-resistant ,,superbacteria®“. Therefore, there is a need
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1. UvOD

Antimikrobni peptidi (AMP) su peptidi s razli¢itim brojem aminokiselina i §irokim spektrom
djelovanja na viruse, bakterije, gljivice i parazite [1]. Sastavni su dio urodenog imunoloskog
sustava gotovo svih Zivué¢ih vrsta na Zemlji s direktnom antimikrobnom aktivnoséu i/ili
signalizacijskim/imunomodulatornim djelovanjem [2,3]. U zadnjim desetlje¢ima, patogene
bakterije su razvile rezistenciju na vecinu antibiotika koji se danas nalaze u uporabi, bez
naznake skorog rjeSenja za novonastale ,superbakterije“ [4,5]. U posljednje vrijeme,
primijeCena je rezistencija i na kolistin [6], antibiotik koji se desetlje¢ima koristio kao
posljednja linija obrane u borbi protiv viSestruko rezistentnih Gram-negativnih bakterija [7].
AMP su pojavljuju kao kandidati s velikim naznakama da mogu pomoci rijesiti ovaj problem.
Njihova strukturalna razlicitost i multimodalni na¢in djelovanja, koji ukljucuje permeablizaciju
membrane mikroba i/ili djelovanje unutar stanice inhibiraju¢i sintezu DNA i proteina [1],

omogucuje im djelovanje na Siroki spektar bakterija s malom naznakom razvoja rezistencije.

Morski $koljkasi su filtratori i sesilni organizmi koji Zive u okolisu bogatom patogenima.
Prijasnja istrazivanja su pokazala da u jednom mililitru morske vode postoji otprilike 10°
bakterija i 10° virusa [8]. S obzirom da beskraljeznjaci, pa tako i morski $koljkasi, nemaju
steCeni imunitet, u odgovoru na patogene oslanjanju se isklju¢ivo na urodeni imunoloski sustav
u kojem veliku ulogu imaju AMP-ovi [9]. Do sada je u morskim $koljkasima identificirano
nekoliko obitelji AMP-a, ukljucujuéi velike defensine, defensine, mitiline, miticine, mitimicine
i mitimacine [8] od kojih su neki direktno ukljuc¢eni u antimikrobni odgovor. Prou¢avanje AMP-
a u ovim skoljkasima vazno je iz evolucijske perspektive, ali ujedno i zbog potencijalne
biomedicinske primjene identificiranih peptida. Takoder, nagli razvoj akvakulture, uzgoja
Skoljkasa i povecana ljudska konzumacija morskih plodova dodatno naglasavaju potrebu
razumijevanja imunoloskog odgovora na patogene kako bi se pomoglo smanjiti Sirenje i

razvijanje mogucih bolesti.

Unato¢ pozeljnim antimikrobnim karakteristikama identificiranih i/ili dizajniranih AMP-3,
njihov terapeutski potencijal jo$ nije u potpunosti ostvaren prvenstveno zbog visokih troskova
proizvodnje, Cesto Visoke toksi¢nosti po stanice covjeka, te velikoj nestabilnosti i osjetljivosti
u in vivo uvjetima [10]. Cilj ovog zavr$nog rada je dati uvid u rasprostranjenost AMP-a, te
njihove biofizikalne karakteristike i mehanizme djelovanja . Takoder, bit ¢e prikazana njihova
uloga u mehanizmima obrane morskih skoljkaSa kao i moguc¢a biomedicinska primjena zajedno

s postoje¢im preprekama.



2. RAZRADA TEME

2.1. Antimikrobni peptidi

2.1.1. Antimikrobni peptidi i povijesni osvrt

Nagli porast infekcija uzrokovanih bakterijama otpornim na antibiotike doveo je do sve vece
potrebe za razvojem terapijskih lijeCenja uz pomo¢ antimikrobnih peptida. Antimikrobni
peptidi su strukturalno razli€iti peptidi koji, medutim, imaju odredene zajednicke karakteristike
kao S$to su relativno mali broj aminokiselina (5-100), pozitivan naboj i amfipati¢na struktura
[1].Siroka rasprostranjenost antimikrobnih peptida kroz biljno i Zivotinjsko carstvo nam
sugerira da su odigrali vaznu ulogu u evoluciji mnogostani¢nih organizama. Do danas je
otkriveno ili sintetizirano vise od 5000 antimikrobnih peptida [11], a prvi antimikrobni peptid,
gramicidin, koji se pokazao djelotvornim za lokalno lije¢enje rana i ulkusa [12] je otkrio Dubos
1939. godine iz bakterije roda Bacillus [13,14,15]. Dvije godine kasnije otkriven je novi
antimikrobni peptid, tirocidin koji se pokazao efektivnim protiv Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija [16], ali istovremeno i toksi¢nim za ljudske krvne stanice [17]. Te iste
godine otkriven je jo$ jedan antimikrobni peptid, purotionin, koji se pokazao djelotvornim u

borbi protiv gljivica i odredenih sojeva patogenih bakterija [18].

Prvi otkriveni antimikrobni peptid animalnog podrijetla bio je defensin, koji je izoliran iz ze¢jih
leukocita 1956. godine [19]. U narednim godinama otkriveni su jo§ bombinin i laktoferin, a
takoder je dokazano da leukociti izolirani iz zamorca sadrze antimikrobne peptide u Svojim
lizosomima [20]. Kod Zivotinja, antimikrobni peptidi se uglavnom nalaze na organima i tkivima
koji su izloZeni patogenima iz zraka, te se vjeruje kako predstavljaju prvu liniju obrane
urodenog imunoloskog sustava [21,22] protiv virusa, bakterija i gljivica [23]. Na primjer, koza
Zaba sadrzi viSe od 300 razli¢itih antimikrobnih peptida [24,25]. Vec¢ina antimikrobnih peptida
se sintetizira u bilo kojem trenutku u specificnim stanicama kao §to su limfociti [23], epitelne
stanice u probavnom i mokra¢nom sustavu [26,27], fagocitima [28] i limfi, dok nastanak drugog
dijela antimikrobnih peptida biva induciran odredenim vanjskim podrazajima. Antimikrobni
peptidi takoder mogu reducirati imunoloski odgovor organizma na povecanu koncentraciju
lipopolisaharida, koji bivaju otpusteni od strane bakterija kao odgovor na antibiotsku terapiju.
Takva pretjerana reakcija imunoloskog sustava domacina u ekstremnim sluc¢ajevima moze

uzrokovati i sepsu [28,29].



2.1.2. Struktura antimikrobnih peptida

Unato¢ velikoj strukturalnoj raznolikosti uzrokovanom mutacijama, koje su se vrlo vjerojatno
javile kao posljedica prilagodbe vrsta na odredene mikrobioloske uvjete [30], antimikrobni
peptidi se mogu klasificirati u Cetiri velike skupine: a-uzvojnica (npr. magainin 2), p-ploca
(koja moze biti stabilizirana s jednom ili vi$e disulfidnih veza) (npr. tachiplesin 1), neuredena
struktura (npr. indolicidin) i petlja koja moze biti stabilizirana s disulfidnom vezom (npr.
thanatin) (Slika 1). U prirodi se najc¢esce javljaju a-uzvojnica i B-ploca, dok su a-uzvojnicki
peptidi do danas najvise proucavani [31]. Kod a-uzvojnice udaljenost izmedu dviju susjednih
aminokiselina iznosi 0,15 nm, a kut izmedu njih u odnosu na centar iznosi 100° gledano odozgo

(Slika 2) [32].
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Slika 1. Pregled struktura antimikrobnih peptida. a) f-ploca, b) a-uzvojnica, ¢) neuredena
struktura, d) petlja [31].
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Slika 2. Shematski prikaz o-uzvojnickog AMP-a. Ova slika pretpostavija istu o-uzvojnicku
sklonost uvijanju za sve aminokiseline u strukturi peptida. A) a-uzvojnica prikazana odozgo.
Kut izmedu dvije susjedne aminokiseline u odnosu na centar iznosi 100 stupnjeva. Iscrtkane
linije prikazuju dvije susjedne aminokiseline u primarnoj strukturi. B) Boc¢ni prikaz peptida.
Udaljenost izmedu dviju susjednih aminokiselina iznosi 0,15 nm. [4]

Medutim, iako se veéina antimikrobnih peptida moze klasificirati u jednu od ove 4 skupine,
postoje i AMP koji ne zauzimaju takav prostorni raspored [33], dok neki od njih sadrze dvije
razli¢ite strukturalne komponente (npr. a-uzvojnica i petlja) [34]. Takoder, interesantno je da
mnogi peptidi formiraju svoju aktivnu strukturu tek kada dodu u doticaj S membranom ciljane
stanice [35].

Jedno od najvaznijih svojstava antimikrobnih peptida je brzo uniStavanje ciljanih stanica te
sinergijsko djelovanje s antibioticima [36]. Zbog toga §to su gradeni samo od aminokiselina,
relativno je lako modificirati njihovu strukturu ili ih imobilizirati na razli¢itim povrSinama [37].
Danas je moguce u potpunosti stvoriti sinteti¢ki peptid pomoc¢u kemijske sinteze [38] ili
koriste¢i sisteme rekombinantne ekspresije [39,40]. Medutim, kako bi sintetizirali novi peptid
koji ima pozeljna antimikrobna svojstva potrebno je biti upoznat s fizikalno — kemijskim

karakteristikama antimikrobnih peptida.

2.1.3. Fizikalno kemijske karakteristike antimikrobnih peptida

Do danas jo$ nije u potpunosti objasnjena veza izmedu strukture AMP-a i njihove aktivnosti ili
mehanizma djelovanja, pa odredeni peptidi sa slicnim strukturama mogu imati u potpunosti
razli¢ite mehanizme djelovanja. lako nije moguée u potpunosti povezati strukturu peptida s
njihovom aktivno$¢éu, odredene fizikalno kemijske karakteristike mogu utjecati na
antimikrobnu aktivnost AMP-a i njihovu ciljnu specifi¢nost: veli¢ina, naboj, hidrofobnost,

amfipati¢nost, uvijenost i topljivost [41].

2.1.3.1. Velic¢ina
Velicina AMP-a je bitna za njegovu aktivnost s obzirom da je potrebno najmanje 7 do 8

aminokiselina kako bi se formirala amfipaticna struktura s hidrofilnim i hidrofobnim
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aminokiselinama na suprotnim strana peptidne makromolekule [42].. Osim toga, duljina moze
utjecati i na citotoksi¢nost peptida. Prijasnja istrazivanja su pokazala da 15 aminokiselina dug,
C-terminalni fragment melittina ima znatno nizu toksi¢nost naspram eritrocita izoliranih iz

Stakora [43].

2.1.3.2 Nabhoj

Ukupni naboj antimikrobnog peptida ¢ini suma svih ioniziraju¢ih skupina peptida i moze biti
negativan ili pozitivan. Naboj peptida je vrlo bitan pri po€etnoj interakciji s negativno nabijenim
membranama stanica. Mijenjajuci naboj antimikrobnog peptida mogu se mijenjati njegova
antimikrobna i hemoliti¢ka svojstva kako bi se postiglo selektivnije unistavanje mikroba bez

vecih posljedica na stanicu domacina [42].

2.1.3.3 Uvijenost

Uvijenost predstavlja sposobnost antimikrobnog peptida da tvori uvijene strukture. Vrlo je
vazna za odredivanje moguce citotoksi¢nosti na eukariotske stanice [32]. Oren i sur. [44] su
pokazali da se reduciranjem uvijenosti uvodenjem D-aminokiselina u primarnu strukturu
smanjuje hemoliti¢ka aktivnost peptida, povecava otpornost na proteaze, dok antimikrobna

aktivnost ostaje nepromijenjena.

2.1.3.4 Hidrofobnost

U primarnoj strukturi prirodnih peptida skoro 50 posto aminokiselinskih ostataka je hidrofobno
[41]. U vedini slucajeva povecanje hidrofobnosti moze rezultirati povec¢anjem antimikrobne
aktivnosti [32], dok se smanjenjem hidrofobnosti antimikrobna aktivnost najcesée smanjuje
[45]. Cini se postoji optimalna hidrofobnost za svaki AMP, iznad koje njegova aktivnost
drasti¢no opada [46]. Takoder, odredene studije su pokazale da povecanje hidrofobnosti AMP-
a moze promijeniti raspon ciljanih stanica [47,48]. Npr. magainin je antimikrobni peptid koji je
efektivan samo protiv Gram-negativnih bakterija. Medutim, odredeni sinteticki analozi s ve¢om
hidrofobnosti mogu djelovati i na Gram pozitivne bakterije, ali ujedno i na eukariotske stanice
[49].

2.1.3.5. Amfipati¢nost

Amfipati¢nost je jo§ jedno vazno svojstvo AMP-a kojim se osigurava aktivnost i interakcija s
mikrobnim membranama. Fernandez-Vidal i sur. [50]. su pokazali da je amfipati¢nost vaznija
od hidrofobnosti s obzirom da je nuzna za snazno odjeljivanje (hidrofilan sloj/hidrofoban sloj)

na povrsini bakterijske membrane.



2.1.3.6. Topljivost
S obzirom da antimikrobni peptidi djeluju na ili prolaze kroz lipidne membrane, oni trebaju biti
topljivi u vodenim okolinama. Ako antimikrobni peptid stvori agregat, izgubit ¢e sposobnost

djelovanja na stanicnu membranu.

2.1.4. Kategorizacija
Antimikrobni peptidi se mogu kategorizirati s obzirom na njihovu metu, te s obzirom na

mehanizam djelovanja na ciljane stanice.

2.1.4.1. Antivirusni peptidi

Zbog vrlo jednostavne grade virusa; DNA ili RNA omotana kapsidom, virusi su nesposobni za
samostalnu reakciju metabolizma, to jest ne mogu prezivjeti izvan stanice domacina [51].
Antivirusni peptidi neutraliziraju viruse tako $to se integriraju u ovojnicu virusa ili membranu
stanice domacina (cikli¢ki D,L,a-peptidi ugradeni u membranu stanice; Slika 3). Integriranjem
U ovojnicu virusa peptidi uzrokuju nestabilnost ¢ineéi tako viruse nesposobnim za uzrokovanje
infekcije kod stanice domacéina [52]. Takoder antivirusni peptidi mogu reducirati mo¢ vezivanja
virusa za stanice [53] ili sprije¢iti ulazak virusa u stanicu okupiranjem specifi¢nih receptora na
stanici. Npr. heparan sulfat je vazan za vezanje Cestica Herpes simplex virusa (HSV) na
povrsinu staniéne membrane. S obzirom da je heparan sulfat negativno nabijena molekula,
odredeni peptidi kao npr. lactoferrin se mogu vezati na tu molekulu i sprijeciti virus-receptor
interakciju [54,55,56]. Jo§ jedan nacin sprje¢avanja virusnih infekcija je ulazak peptida u

citoplazmu i organele i izazivaju¢i promjene u ekspresiji gena stanica domacina [42].
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Slika 3. a) Shematski prikaz ranog stadija infekcije uzrokovane adenovirusom. Nakon vezivanja
adenovirusa za njegov receptor, virus ulazi pomocu endocitoze uzrokovane klatrinom. Zatim u
endosomu, aktivnim zakiseljavanjem dolazi do djelomicnog raspada kapside adenovirusa
ovisne o pH sto omogucuje bijeg iz endosoma. b) Membrana koja u sebi ima ugradene D,L-a-
peptide tijekom ulaska virusa, sprjecava izlazak virusa iz endosoma tako Sto onemogucuje
zakiseljavanje. [57]

2.1.4.2. Antibakterijski peptidi

Antibakterijski peptidi su do danas najviSe proucavani i veéina ih je pozitivho nabijena.
Uglavnom napadaju stani¢cnu membranu uzrokuju¢i raspadanje lipidnog dvosloja [58,59].
Vecina ovih peptida je amfipati¢na i sadrzi hidrofilne i hidrofobne domene. Takva organizacija
omogucuje peptidima da se vezu na lipidne komponente (hidrofobna regija) i na fosfolipidne
grupe (hidrofilna regija) [60]. S druge strane, odredeni peptidi (npr. buforin 1) mogu ubiti
bakterije ne mijenjajuci integritet membrane tako da inhibiraju neke bitne stani¢ne procese kao

Sto su sinteza proteina ili replikacija DNA [61].

2.1.4.3. Antifungalni peptidi

Za razliku od bakterija kojima je glavna komponenta stani¢ne Stijenke peptidoglikan, gljivice
u svojoj stijenci nemaju peptidoglikana, ve¢ kod njih uglavnom dominira hitin za koji se AMP
mogu uspjesno vezati. Slicno kao 1 kod antibakterijskih peptida, antifungalni peptidi mogu ubiti

gljivice ciljaju¢i stani¢nu stijenku ili unutarstani¢ne organele. Peptidi koji ciljaju stani¢nu



stijenku ubijaju ciljane stanice tako $to naruSavaju integritet membrane [62], povecavajuci

propusnost plazma membrane [63] ili formiraju pore u membrani[64].

2.1.4.4. Antiparazitski peptidi

Antiparazitski peptidi su mala klasa peptida usporedujuéi s ostale tri klase. Prvi otkriveni
antiparazitski peptid bio je magainin, koji je aktivan naspram Paramecium caudatum [65].
Kasnije su otkriveni ili pronadeni novi peptidi s antiparazitskim svojstvima, a iako su neki
paraziti mnogostani¢ni organizmi, mehanizam djelovanja ovih peptida se ne razlikuje od

prijasnjih opisanih — ubijaju stanice djelujuci direktno na membranu.

2.1.5. Mehanizam djelovanja

Dok antibiotici ciljaju odredene stani¢tne komponente, antimikrobni peptidi djeluju
naru$avajuéi stani¢ni integritet, inhibirajuci sintezu proteina, DNA i/ili RNA ili reagiraju s
odredenim unutarstani¢nim metama [42]. Generalno, jedan AMP je efektivan protiv jednog
razreda mikroorganizama, npr. gljiva ili bakterija [28]. Medutim, postoje iznimke i danas je
poznato da jedan AMP moze imati razli¢ite mehanizme djelovanja protiv razlicitih tipova

mikroorganizama.

2.1.5.1 Membranski aktivni antimikrobni peptidi

Cak i da je meta AMP-a unutar stanice, za uspje$no djelovanje peptida nuzna je prvotna
interakcija sa stanichom membranom. Ve¢ina membranski aktivnih antimikrobnih peptida je
amfipati¢na (kationska i hidrofobna povr$ina) $to im omogucéuje inicijalnu elektrostatsku
interakciju s negativno nabijenim skupinama stani¢ne membrane te ulazak u unutrasnjost
membrane [42]. Potom hidrofobni dio peptida pomaze unijeti peptid u staniénu membranu.
lonska i hidrofobna interakcija peptida s bakterijskom membranom ponajvise 0OViSi 0 dva
svojstva, naboju i hidrofobnosti peptida. PredloZzeni mehanizmi djelovanja AMP na stani¢nu

membranu su dani u Tablici 1 i Slikama 4 i 5.



Tablica 1. Mehanizmi djelovanja membranski aktivnih antimikrobnih peptida [1].

Interakcijski model

Mehanizam

Reference

Carpet like
(nalik djelovanju
deterdzenta)

Peptidi prekrivaju cijelu membranu i postepeno
okruzuju male dijelove membrane, te djelujuci
poput deterdzenta, uzrokuju formiranje micela.
Uz to, molekule antimikrobnog peptida stvaraju
pore u lipidnom dvosloju omogucujuc¢i dodatnim
peptidima pristup membrani.

[66-68]

Stanjivanje membrane

Antimikrobni peptidi ulaze u samo jednu stranu
lipidnog dvosloja i formiraju rupu izmedu
lipidnih molekula (u regiji lanca). Ta rupa stvara
silu koja vuce susjedne lipidne molekule da je
popune.

[69-71]

Toroidalne pore

Nakon inicijalne interakcije s membranom,
antimikrobni peptidi ulaze u lipidni dvosloj
¢ine¢i poru. Razlika u odnosu na “bac¢va-motka“
(vidi dolje) je da je peptid konstanto povezan s
glavom lipidne molekule. Kako ulazi u
membranu, uzrokuje savijanje jednog lipidnog
sloja.

[61,72]

Bagdva-Motka model

Peptidi se formiraju paralelno na stani¢noj
membrani §to nalikuje motkama/preckama. Kad
se dosegne dovoljno visoka koncentracija
peptida, oni formiraju klupko nalik ba¢vi. Peptidi
ulaze okomito u membranu — hidrofobni dio je
okrenut prema lipidnoj jezgri a hidrofilni prema
unutrasnjosti pore.

[59,73,74]

R
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Slika 4. Carpet model [58]



Slika 5. Modeli formiranja transmembranskih kanala. A) Alfa uzvojnicki peptidi se prvo vezu
paralelno za membranu, ili samo povrsno (lijevo) ili ugradeni ispod povrsine sloja. B) Peptidi
se nastavljaju akumulirati u blizini membrane ili na njoj, uzrokujuci narusavanje integriteta
iste ili razrjedivanje membrane. Ovaj korak moze, ali i ne mora ukljucivati agregiranje peptida.
C) Bacva-motka model. D) Toroidalna pora [75].

2.1.5.2. Unutarstani¢ni aktivni antimikrobni peptidi

Vise od jedne trecine svih proteina bakterijske stanice je vezano uz membranu, te su stoga
ukljuceni u brojne procese od izrazite vaznosti za Stanicu. Medu ostalim, tu spadaju aktivni
transport hranjivih tvari, respiracija, proton motorna sila, ATP generacija i unutarstani¢na
komunikacija [76]. Funkcije tih proteina mogu biti narusene djelovanjem antimikrobnih peptida
Sto sugerira da peptidi mogu ubiti ciljanu stanicu 1 bez naruSavanja integriteta membrane.
Takoder, antimikrobni peptidi tog tipa djeluju unutar stanice tako §to inhibiraju sintezu proteina
i DNA (npr. PR-39 izoliran iz svinje) [77,78]. Odredeni AMP, mogu inhibirati proteaze koje
izluGuju mikrobi, (npr. histatin 5 koji na taj nain sprjeCava razaranje parodontnog tkiva
prouzrokovano Bacteriocides gingivalis), ili mogu aktivirati protein autolizin u ciljanoj stanici

koji uzrokuje potom uzrokuje raspad stanice [79,80].

Otkri¢e da antimikrobni peptidi mogu inhibirati unutarstani¢ne puteve [77] nam sugerira da
postoji mehanizam stanicnog unosa peptida. Dva mehanizma su predloZena: direktna
penetracija i endocitoza [81]. Prema Jonesu [82], stani¢ni unos antimikrobnih peptida se moze
odvijati preko endocitoze Sto ukljucuje makropinocitozu i receptor ovisnu endocitozu. U
makropinocitozi stanicna membrana se uvija prema unutra i stvara vezikule uz pomo¢ proteina
dinamina. Te vezikule nazivamo makropinosomi. Kod receptor ovisne endocitoze, dio
membrane obloZen sa klatrinom ili kaveolinom se pocinje uvlaciti prema unutra$njosti stanice

do nastanka vezikula [82].
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2.2. Morski Skoljkasi i zarazne bolesti

Morski $koljkasi, latinski Bivalvia spadaju u razred mekusaca odnosno Mollusca. To su
zivotinje koje zive uglavnom u podrucju bentosa, a kako se ¢esto uzgajaju u prehrambene svrhe
mnogo njih se nalazi u priobalnim podruc¢jima gdje su izloZeni abiotickim i biotickim faktorima.
S obzirom da skoljkasi spadaju u skupinu filtratora, a Zive u okolisu bogatom patogenima [8]
postoji velika mogucnost nakupljanja mikroorganizama u njihovim tkivima koji mogu biti

opasni za njih same ili ¢ovjeka kao potencijalnog konzumenta.

U danasnje vrijeme, najéesée bolesti medu morskim skoljkasima su bonamioza i infekcija
izazvana herpes virusom, te su raSirene diljem svijeta kao posljedica globalizacije [8]. S
obzirom da se bolesti medu $koljkasima Sire brzo i horizontalno, moguée je da su farme za
uzgajanje pridonijele brzom Sirenju odredenih bolesti, narocito medu populacijom namijenjenoj
komercijalnoj eksploataciji. Kako bi sprijecili daljnje Sirenje bolesti Svjetska organizacija za
zdravlje zivotinja izdala je niz preporuka i standarda kako bi se postojece stanje u industriji
morskih Zivotinja (uklju¢ujuéi skoljkase) poboljsalo. Skoljkasi su Gesto zahvaéeni bolestima
koje najcesce uzrokuju virusi, bakterije, paraziti i prazivotinje, a vazan dio njihovog

imunoloskog odgovora ¢ine antimikrobni peptidi [8].

2.2.1. Uzrocnici bolesti u morskih Skoljkasa

2.2.1.1. Infekcije izazvane virusima

Vecina virusa koja je danas povezana s bolestima koje izazivaju visoku stopu mortaliteta kod
Skoljkasa pripada porodicama Herpesviridae i Iridoviridae, a u manjoj mjeri virusima iz
porodica Picornaviridae, Papovaviridae, Birnaviridae, Retroviridae i Reoviridae (Tablica 2)

[83]. S obzirom na uzroénike, infekcije se klasificiraju u dvije glavne kategorije:

1) Infekcije izazvane Herpes virusima. Prvu infekciju izazvanu herpes virusom opisali su
Farley i sur. [84] u vrste Crassostrea virginica. 2009. godine otkriven je Oyster herpes
virus tip 1 (OsHV-1) koji je povezan s visokom stopom mortaliteta kamenica u Irskoyj,
Italiji, Nizozemskoj, Spanjolskoj i Ujedinjenom Kraljevstvu. U ljeto 2012. i 2013.
OsHV-1 je uzrokovao visoku smrtnost Scapharca broughtonii u Kini. Mlade jedinke su
bile viSe pogodene od odraslih, a sama bolest je kod liinki izazvala redukciju u
hranjenju 1 plivanju $to je kod nekih slu€ajeva znalo povisiti mortalitet na 100 posto.

2) Infekcije izazvane Irido virusima. Skrzna bolest je bolest uzrokovana gill necrosis virus
(GNV), koji je odgovoran za veliku smrtnost kod vrste Crassostrea angulata 70-ih

godina prosloga stoljeca. U danasnje vrijeme Irido virusi su rijetki u Europi.
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Tablica 2. Pregled glavnih virusnih infekcija u morskih Skoljkasa [8].

Bolest Domacin Efekti na Geografska Reference
(Patogeni domacdinu rasprostranjenost
uzrocnik)
Herpes virus Uglavnom Lezije naplastu,  Europa, Meksiko, [85,86,87]
infekcija uzgojene degradacija Australija, Novi
(Oyster herpes licinke vrsta Zeland, SAD,
virus) Crassostrea Kina
gigas i Ostrea
spp.
Gill necrosis virus ~ Crasosstrea Raspadanje Francuska, [88]
(GNV) angulata i Skrznih filamenata Portugal,
Hemocit C.gigas Hemociti Spanjolska
inficirajuéi virus inficirani virusom
(HIV)
Oyster velar virus
(OVV)

2.2.1.2. Infekcije izazvane bakterijama

S obzirom da se $koljkasi hrane filtriranjem morske vode, u svojim organizmima koncentriraju
visoku 1 raznoliku koli¢inu bakterija. Neke od tih bakterija mogu biti patogene za li¢inke U
uzgoju, ali ne i za one u divljini. Patogenost bakterija uvelike ovisi o vrsti domacina, zivotnom
stadiju domacina, koncentraciji bakterija te okolisnim c¢imbenicima [8]. Dijagnostika
bakterijskih bolesti u Skoljkasa temelji se na makroskopskoj inspekciji ljustura u kombinaciji
sa PCR-om S§to je ujedno najosjetljivija i brza metoda [90]. Gram-negativne bakterije su
odgovorne za bacilarnu nekrozu u velikom broju vrsta Skoljkasa, te uzrokuju smrtnost od cak
90 posto u odraslih zivotinja, dok su se mladi oblici $koljkasa pokazali otpornijim [90]. Od
Gram-pozitivnih bakterija, glavna patogena vrsta je Nocardia crassostreae. Mortalitet se penje
do 35 posto, a inficirane Zivotinje pokazuju zeleno Zute tvorevine u plastu, Skrgama, aduktoru
i sréanom misicu $to je povezano s intenzivnom infiltracijom hemocita oko kolonija Nocardia
(Tablica 3) [91]
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Tablica 3. Pregled glavnih bakterijskih infekcija u morskih Skoljkasa [8].

Bolest Domacéin Efekti na Geografska Reference
(Patogeni domacdinu rasprostranjenost
uzrocnik)
Li¢inacke i Sirok spektar Nekroza tkiva, U svim morima [92,93]
juvenilne vibrioze( uzgajanih mortalitet li¢inki ~ gdje se Skoljkasi
Vibrio vrsta ¢ak do 100 posto uzgajaju
anguillarum, V.
tubiashi, V.
alginolyticus, V.
splendidus,
V.aestuarianus, V.
neptunius)
Bolest smedeg Ruditapes Smede naslage na  Cijela Europska [94,95]
prstena philippinarum ljusci, obala Atlantskog
(Vibrio tapetis) degeneracija oceana do sjeverne
probavne Zlijezde Afrike, Koreja
te poremecaji u
metabolizmu,
smrt
Roseovario oyster Mladunci Reduciran rast, SAD [96]
disease vrste: fragilni razvitak
(Roseovarius Crassostrea ljuske, lezije
crassostreae) virginica, plasta, mortalitet
duljina ljuske do 90 posto
manja od 25
mm
Nokardioza Crassostrea Zeleno zute Zapadna obala [97,98]
pacificke kamenice  gigas, Ostrea tvorevine u sjeverne Amerike,
(Nocardia edulis plastu, Skrgama, Japan,
crassostreae) aduktoru i Sredozemno more

sr¢anom miSicu,
smrtnost do 35
posto

2.2.1.3. Infekcije uzrokovane protistima

Najvazniji patogeni protisti pripadaju rodovima Bonamia, Perkinsus, Haplosporidium i
Marteilia, te oni uglavnom napadaju kamenice i kunjke izazivajuci velike komercijalne Stete u
marikulturi. Najpoznatiji protisti koji uzrokuju bolesti su Perkinsus marinus, Bonamia ostreae,
Bonamia exitiosa, Perkinsus olseni, Marteilia refrigens i oni su trenutno pod nadzorom od
strane Svjetske organizacije za zdravlje zivotinja (Tablica 4). Rasprostranjenost i sam intenzitet
infekcija se uobicajeno povisuje tijekom toplijih sezona, ovisno o salinitetu i temperaturi [99].

Danas bonamioza predstavlja 63 posto bolesti u skoljkasa uzrokovanih protistima u Europi
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[100]. Bolest uglavnom zahva¢a hemocite koji bivaju inficirani patogenom, patogen se
razmnozava unutar krvnih stanica i zatim $iri u sva tkiva. Mortalitet uzrokovan bonamiozom se
penje cak do 90 posto. Druga najrasirenija bolest je martelioza, ¢iji uzrocnici su ¢ak zabiljezeni
u Hrvatskoj u vrsti Ostreae edulis. Martelioza je jo§ poznata kao Aberova bolest i Queensland
Unknown disease, uglavnom izaziva poremecaje u probavnom sustavu, a mortalitet se penje do
90 posto. Treca najraSirenija bolest je perkinsoza uzrokovana od strane Perkinsus marinus. To
je bolest derme, a patogen inficira i razmnozava se u probavnom sustavu i vezivnom tkivu

izazivajuéi nekroze i hemolizu hemocita i lizu tkiva [101].

Tablica 4. Pregled infekcija uzrokovanih protistima u morskih $koljkasa [8].

Bolest Domacdin Efekti na Geografska Reference
(Patogeni uzroc¢nik) domacéinu rasprostranjen
ost
Bonamioza Veliki broj Zuta boja tkiva,  Europa, zapadna  [102-
(Bonamia ostreae, vrsta roda velike lezije plasta  obala Kanadei  104,105,1
B.exitiosa, Ostrea i 8krga, puknuce SAD-a, Novi 06,107,10
B.perspora, vezivnog tkiva Zeland 8]
B.roughleyi)
Bolest probavne Ostrea edulis, Blijeda boja Hrvatska, Italija, [109-112]
zlijezde Mytilus probavne zlijezde, Grcka, Albanija,
(Marteilia galloprovincial nekroze tkiva, Francuska,
refringens) IS prestanak rasta Maroko,
Portugal,
Spanjolska
QX bolest Saccostrea Nekroza probavne Novi Juzni [113,114]
(Marteilia sydneyi) glomerata, zlijezde, Wales, Zapadna
Saccostrea narusavanje opéeg Australija
spp. stanje, absorpcija
gonada
Bolest derme Crassostrea  NaruSavanje opeg Meksicki zaljev, [115-119]
(Perkinsus marinus) virginica stanja, visoke stope  pacifi¢ka obala
smrtnosti ovise 0 Meksika,
temperaturi i Kalifornijski
salinitetu zaljev, Brazil

2.2.2. Mehanizmi obrane morskih Skoljkasa

Za razliku od kraljeznjaka, morskim beskraljeznjacima (pa tako i skoljkasima) nedostaje
steCena imunost bazirana na T-limfocitima i imunoglobulinu, pa se u odgovoru na patogene
oslanjaju isklju¢ivo na urodene imunoloske mehanizme [9]. Stani¢na imunost ukljucuje
enkapsulaciju, formaciju nodula i fagocitizu. Imunoloski odgovor hemocita se zasniva na

njihovoj ancestralnoj ulozi u digestiji hrane i transportu nutrijenata [120], a osim $to putem
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fagocitoze sudjeluju u prepoznavanju i unistavanju zivih i nezivih stranih ¢estica, takoder luce
antimikrobne i citotoksi¢ne supstance u hemolimfu [121]. Osim hemocita, morski
beskraljeznjaci posjeduju ekstracelularne alate za obranu poput lektina, lipopolisaharida, f—1-
3 glukan vezuéih proteina i antimikrobnih peptida [122-124]. Lektini su proteini Kkoji
prepoznaju ugljikohidrate te imaju heterogenu moguénost vezanja na ugljikohidrate na
povrSinu mikroba. Najces¢a dva tipa lektina su C-lektini koji imaju afinitet prema
glikoproteinima i glikolipidima i S-lektini koji imaju afinitet prema f-galaktozidozi [8].
Antimikrobni peptidi takoder zauzimaju vaznu ulogu u imunoloSkom odgovoru, a do sada je
identificirano nekoliko klasa AMP-a u S$koljkaSima s razli¢itim strukturama i spektrom

djelovanja.

2.2.3. Antimikrobni peptidi iz morskih Skoljkasa

S obzirom da morskim $koljkasima nedostaje steCena imunost, a hrane se filtriranjem morske
vode postavlja se pitanje kako uspjesno prezivljavaju u okolisu s velikom koli¢inom patogena
poput virusa, bakterija, gljivica i parazita [8]. SreCom, kao jedno od sredstava obrane koje
Skoljkasi izlucuju su antimikrobni peptidi, od kojih su neki uspjesno izolirani iz Skoljkasa. Prvi
AMP iz morskih $koljkasa identificiran je 1996. godine, kada su Hulbert i sur. izolirali peptid
iz vrste M. galloprovincialis [8], nakon ¢ega su izolirani mnogi drugi antimikrobni peptidi,
prvenstveno iz M. galloprovincialis i M. edulis. Mitta i sur. su dokazali da se AMP u
Skoljkasima sintetiziraju u hemocitima i pohranjuju u granulama hemocita [125,126,127].
Veéina tih AMP-a je pozitivno nabijena i bogata cisteinom [8], a prema primarnoj strukturi
mozemo ih podijeliti u nekoliko skupina: defensini, mitilini, miticini, mitimicini, veliki

defensini i mitimacini [8].

2.2.3.1. Defensini

Defensini spadaju medu najbolje karakterizirane peptide izolirane iz morskih $koljkasa. U
dagnjama je identificiran peptid dug 39 aminokiselina i prisutan u dvije izoforme (MGDL1 i
MGD?2) (Tablica5.) sa zna¢ajnom homologijom u sekvenci [8]. Ova klasa peptida identificirana
je i opisana i u kamenicama, a prvi takav peptid je identificiran u vrsti Crassostrea virginica
[128] Defensine izlucene iz dagnje karakterizira to $to su Stabilizirani s 4 disulfidna mosta
(Cys4-Cys25, Cys10-Cys33, Cys14-Cys35 i Cys21-Cys38 kod MGD1) za razliku od defensina
izlu€enih iz ¢lankonozaca koji su stabilizirani s 3 takve veze [8]. MGD1 [129], peptid iz klase
defensina ¢lankonozaca, identificiran u M. galloprovincialis, i MGD2 [126] su sli¢ni po veli¢ini
i aminokiselinskoj sekvenci (80% sli¢nosti). Oba peptida sadrze open reading frame koji kodira

sekvencu dugu 81 aminokiselinu ukljucujuc¢i 21-aminokiselinski ostatak N-terminala s
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izrazeno hidrofobnom jezgrom Kkoja predstavlja signalnu domenu. Zatim slijedi 39
aminokiselinskih ostataka duga sekvenca koja odgovara aktivnom defensinu i 21 —
aminokiselinski ostatak C-terminala [8]. MGD-ovi su najéesce aktivni protiv Gram-pozitivnih

bakterija, ali se MGD2 pokazao aktivnim i protiv Gram-negativnih bakterija [8].

2.2.3.2. Mitilini

Drugu skupinu AMP-a iz morskih $koljkasa ¢ine mitilini (Tablica 5.) kod kojih je identificirano
pet izoformi A, B, C, D i G1 [8]. Mitilin A i B su izolirani iz plazme vrste M.edulis, dok su
mitilini B, C, D i G1 izolirani iz hemocita vrste M. galloprovincialis [121]. Mitilini A, B, CiD
su se pokazali izuzetno aktivnim protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, dok se
mitilin G1 pokazao aktivnim samo protiv Gram pozitivnih bakterija. Mitilini B i D su takoder
pokazali potencijal u borbi protiv nitaste gljivice Fusarium oxysporum. Nadalje, eksperimenti
za utvrdivanje kinetike bakterijskog rasta su pokazali da je pri visokim koncentracijama
potrebno nekoliko sati inkubacije sa mitilinom D i G1 kako bi se ubilo sve bakterije, dok mitilini
A 1 B to uCine za samo nekoliko minuta [8]. Mitilin B je takoder pokazao potencijal za

antiviralnu aktivnost [8].

2.2.3.3 Miticini

Jos jedna klasa peptida bogata cisteinima je izolirana iz vrste M. galloprovincialis i nazvana je
miticini (Tablica 5). [127]. Aktivna molekula je duga 40 aminokiselina i ima 4 intra-
molekularna disulfidna mosta (kao i defensini). Do danas su izolirane tri izoforme miticina: A,
B i C, od kojih je miticin C najvise zastupljen u odraslih mekusaca [8]. Sve izoforme su aktivne
protiv Gram pozitivnih bakterija i ponekad protiv Gram negativnih bakterija, a miticin C
pokazuje i antiviralnu aktivnost. Svi do sada opisani peptidi imaju antimikrobnu aktivnost, ali
sa znacajnim razlikama u kinetici. Kada su razli¢iti peptidi bili inkubirani s vrstom M. luteus,
viSe od 2 sata bilo je potrebno mitilinu D 1 miticinu A 1 G1 kako bi ubili sve bakterije, dok su

mitilini A, B i C i defensin MGD1 to obavili za svega nekoliko minuta [130].

2.2.3.4. Mitimicini, mitimacini i veliki defensini

Mitimicin (Tablica 5) je striktno antifungalni peptid koji sadrzi 12 cisteina s molekularnom
masom od 6.2 kDa, a izoliran je iz plazme vrste M.edulis [131]. Nedavno su iz vrste M. coruscus
izolirane dvije nove skupine AMP-a. U prvu skupinu, mitimacine, spada antimikrobni peptid
myticusin 1 [132], te se sastoji od 104 aminokiselinska ostatka ukljucujuéi 10 cisteina.
Myticusin 1 je pokazao izrazeniju antimikrobnu aktivnost protiv Gram-pozitivnih u odnosu na

Gram-negativne bakterije i gljivice. 1z iste vrste je izoliran i AMP koji spada u skupinu velikih
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defensina. Ovaj 55 aminokiselinskih ostataka dug peptid je pokazao zna¢ajnu aktivnost protiv
gljivica i Gram-pozitivnih bakterija i karakterizira ga hitin-vezuju¢a domena i 6 cisteina koji
tvore tri intra molekularna disulfidna mosta [8]. Zanimljivo, iz vrste Venerupis philippinarum
je izolirana aminokiselinska sekvenca (naziva VpBD) koja ima sli¢na obiljezja kao i
antimikrobni peptidi. Prikaz i razmak izmedu cisteina i njihovih bo¢nih aminokiselina indicira
da VVpBD pripada skupini velikih defensina. Veliki defensini se generalno sastoje od hidrofobne
regije na N-terminalu, jednog C-terminala koji je bogat cisteinom i pozitivho nabijen i 6
cisteinskih ostataka rasporedenih tako da tvore 1-5, 2-4, 3-6 disulfidne mostove u peptidu, Sto
je sli¢no defensinima sisavaca [8]. Antimikrobni peptid naziva cgMolluscidin, molekularne
mase 5.5 kDa i duzine 55 aminokiselinskih ostataka je nedavno izoliran iz zakiseljenih Skrga
vrste C.gigas. Taj peptid nema nikakvih sli¢nosti sa dosad otkrivenim antimikrobnim
peptidima, te se ne moze svrstati u nijednu od postojecih klasa, a pokazuje snaznu antimikrobnu
aktivnost protiv Gram-pozitivnih bakterija (Bacillus subtilis, Micrococcus luteus i S.auerus) i

Gram-negativnih bakterija (E.coli, Salmonella enterica i Vibrio parahaemolyticus) [8].

Tablica 5. Pregled antimikrobnih peptida iz $koljkasa [8].

Ime lzvor Sekvenca Duzi Na  %Hidoro Struktu Antimikr Refere
na boj fobni ra obna nce
ostaci aktivnost
Defensin Mytilus GFGCPNNYQCHRHCKSIPGRCGGYCG 39 5 30 Kombin Gram+ [129]
MGD1 galloprovi GWHRLPCTCYRCG irana
ncialis uzvojnic
aip-
ploca
Defensin Mytilus GFGCPNNYACHQHCKSIRGYCGGY 39 5 38 Kombin Gram+ i [125]
MGD2 galloprovi CAGWFRLRCTCYRCG irana Gram-
ncialis uzvojnic
aifp-
ploca
Mitilin A Mytilus GCASRCKAKCAGRRCKGWASASFR 34 10 47 Kombin Gram+ i [131]
edulis GRCYCKCFRC irana Gram-,
uzvojnic
aifp-
ploca
Mitilin B Mytilus SCASRCKGHCRARRCGYYVSVLYRG 34 9 41 Kombin Gram+ i [131]
edulis RCYCKCLRC irana Gram-,
uzvojnic  Antivirus
aifp- no
ploca
Miticin Mytilus HSHACTSYWCGKFCGTASCTHYLC 40 4 45 Kombin Gram+ i [127]
A galloprovi RVLHPGKMCACVHCSR irana Gram-,
ncialis uzvojnic  Antifunga
aifp- Ino
ploca
Miticin B Mytilus HPHVCTSYYCSKFCGTAGCTRYGCR 40 6 37 Kombin Gram+ i [127]
galloprovi NLHRGKLCFCLHCSR irana Gram-,
ncialis uzvojnic  Antifunga
aifp- Ino
ploca
Miticin C Mytilus QSVACTSYYCSKFCGSAGCSLYGCY 40 3 35 Kombin Gram+ i [133]
galloprovi LLHPGKICYCLHCSR irana Gram-,
ncialis uzvojnic  Antifunga
aifp- Ino
ploca
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Mitimici Mytilus MSLVLRMTLLFVVCCVVIGMSNAA 150 2 41 Kombin  Antifunga  [131]
n galloprovi CCHKPFWKHCWDCTAGTPYCGYRS irana Ino
ncialis CNIFGCGCTCRTEPYGKSCYERGNR uzvojnic
CRCYTDKRKRRSLSFEDISPNIKFAGL aip-
DINSDGLIEQFEFIKALEQMDIIDNTT ploca
MFHHWSIMDEDKDGTITLEEFDK
Mitimaci Mytilus MGYIGLCGVLLSLSLLMLLQIPTSDA 101 7 43 Kombin ~ Gram+ i [139]
n galloprovi NVLGDCWEDWSRCTRQTNWFTNI irana Gram-
ncialis AWQSCPNRCKCQGHAGGNCIQVR uzvojnic
SNCFLWRNKRWMCNCYGRRSGPK aip-
PGWCGF ploda
Veliki Mytilus MNRKAILCVLYATLLIIPAPILGRVV 119 14 42 Kombin ~ Gram+i [134]
defensin  galloprovi AKKKEEKRYAAVYPIAAYAGMTVS irana Gram-
ncialis LPVFLALVAAYGAWTVARYHIRSRS uzvojnic
RSSSHNSHNCANNRGWCRPNCFRR aip-
EYHDWYHSDTCGSYKCCRYR ploca
Myticusi Mytilus TDHQMAQSACIGVSQDNAYASAIP 104 0 39 Kombin ~ Gram+i [132]
n-1 coruscus RDCHGGKTCEGICADATATMDRYS irana Gram-,
DTGGPLSIARCVNAFHFYKRRGEEN uzvojnic  Antifunga
VSYKPFVVSWKYGVAGCFYTHCGP aip- Ino
NFCCCIS ploca
VpBD Venerupis LCLDQKPEMEPFRKDAQQALEPSRQ 74 5 36 Uzvojni Gram+ i [135]
philippinar RRWLHRRCLSGRGFCRAICSIFEEPV ca Gram-
um RGNIDCYFGYNCCRRMFSHYRTS
MCdef Ruditapes GFGCPNDYSCSNHCRDSIGCRGGYC 44 4 29 Kombin Gram+ i [136]
philippinar KYQLICTCYGCKKRRSIQE irana Gram-
um uzvojnic
aifp-
ploc¢a
VpDef Venerupis GFGCPEDEYECHNHCKNSVGCRGG 49 0 26 Kombin Gram+ i [137]
philippinar ~ YCDAGTLRQRCTCYGCNQKGRSIQE irana Gram-
um uzvojnic
aifp-
ploc¢a
Sb- Scapharca MTHKIVLCCIYLLLSTSFILSKHLPEE 111 3 45 Kombin Gram - [138]
BDef1 broughtoni RKQKKQVLLAAGAGVALSELLGPV irana
i LVGAGTLAGAALLNQAVSSNRWVI uzvojnic
PCANNRGWCRTDCHFGEHIDDYHS aip-
DICHSGYKCCRY ploca
Ap Argopecte TYMPVEEGEY IVNISYADQPKKNSPF 47 1 25 Bogat Gram+ i [139]
n TAKKQPGPKVDLSGVKAYGPG poliproli  antifungal
purpuratus nom i f3- no
ploc¢a
AiBD Argopecte MTRPSLVRCYSLFFTALIVMAIICPA 122 14 44 Kombin  Gram+i [140]
n irradians WSEEIPKSRKKRAIPIAYVGMAVAP irana Gram-,
QVFRWLVRAYGAAAVTAAGVTLRR uzvojnic  Antifunga
VINRSRSNDNHSCYGNRGWCRSSCR aifp- Ino
SYEREYRGGNLGVCGSYKCCVT ploca
AOD Crassostre GFGCPWNRYQCHSHCRSIGRLGGY 38 5 34 Kombin Gram+ i [141]
a virginica CAGSLRLTCTCYRS irana Gram-
uzvojnic
aifp-
ploca
Cg-Pro Crassostre  ILENLLARSTNEDREGSIFDTGPIRRPK 37 2 21 Prolino  Sinergijsk  [142]
agigas PRPRPRPEG m bogat a
peptid Antimikr
obna
aktivnost
sa Cg-Def
cgMollus  Crassostre AATAKKGAKKADAPAKPKKATKP 55 23 29 Uzvojni Gram+ i [141]
cidin agigas KSPKKAAKKAGAKKGVKRAGKKG ca Gram-
AKKTTKAKK
Cg- Crassostre GFGCPRDQYKCNSHCQSIGCRAGY 43 3 37 Kombin Gram+ i [143]
Defhl agigas CDAVTLWLRCTCTDCNGKK irana Gram-
uzvojnic
aifp-
ploca
Cg- Crassostre GFGCPGDQYECNRHCRSIGCRAGY 44 3 37 Kombin Gram+ i [144]
Defh2 a gigas CDAVTLWLRCTCTGCSGKK irana Gram-
uzvojnic
aip-
ploca

18



2.3. Antimikrobni peptidi u medicini

U zadnjim desetlje¢ima, bakterije su razvile rezistenciju na skoro sve postojece klase
antibiotika. Meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) je identificiran svega dvije
godine nakon uvodenja meticilina u uporabu 1960. godine [145], a u posljednje vrijeme
primijeceni su i slucajevi rezistencije na kolistin — antibiotik koji se koristi kao posljednje
sredstvo obrane protiv Gram-negativnih bakterija [6]. Danas, vise nego ikad prije javlja se
potreba za razvitkom novih klasa antibiotika koji imaju sposobnost djelovanja naspram
,,superbakterija“. Kao moguca alternativa, zbog multimodalnog nacina djelovanja, namecu se

antimikrobni peptidi — biomakromolekule na koje bakterije tesko razvijaju rezistenciju.

2.3.1. Prednosti nad klasicnim antibioticima

Zarazliku od antibiotika, koji djeluju na specifi¢ne stani¢ne aktivnosti (na primjer sintezu DNA
ili proteina) [1], antimikrobni peptidi imaju Sirok spektar djelovanja na Gram-negativne i Gram-
pozitivne bakterije (ukljucujuci i multirezistentne sojeve), ali i druge vrste mikroorganizama
(Tablica 6). Takoder, djeluju izrazito brzo, a ¢esto mogu djelovati i na nekoliko bakterijskih
stanica [61]. Njihova aktivnost nije sprijeCena mehanizmima rezistencije bakterija koji
inhibiraju djelovanje antibiotika, a odli¢an primjer toga je djelovanje peptida protiv meticilin-

rezistentne Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa [146].

S obzirom na prisutnost AMP-a u skoro svim organizmima evidentna je njihova evolucijska
starost, pa se postavlja pitanje kako to da bakterije nisu uspjele razvit razvile efektivan sustav
rezistencije. S obzirom da je meta AMP-a bakterijska membrana, mikrob bi trebao redizajnirati
membranu, mijenjajuci sastav 1 organizaciju lipida Sto predstavlja veliki utroSak energije za
stanicu. S druge strane, antimikrobne peptide je relativno teSko unistiti. Naime vecéina peptida
je gradena od nedefiniranih aminokiselinskih ostataka koji nemaju jedinstvene epitope koje bi
proteaze koje lu¢e mikrobi mogli prepoznati. Takoder mnogostani¢ni organizmi napadaju
mikrobe tako S§to luc¢e "koktel” antimikrobnih peptida razlicitih struktura, stoga unistenje samo

jednog peptida ne bi bilo dovoljno za prezivljavanje bakterije [21].

Glavni razlog i motivacija za istrazivanje AMP-a je njihov potencijal za raznoliku primjenu te
Sirok spektar meta protiv kojih djeluju. Pa tako antimikrobni peptidi mogu biti koriSteni kao
antimikrobni agensi, zatim u kombinaciji s razli¢itim antibioticima gdje djeluju sinergijski, kao
komponente koje reguliraju imunoloski odgovor i kao tvari koje neutraliziraju endotoksine
[21].
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Tablica 6. Usporedba djelovanja antibiotika i antimikrobnih peptida [10]

Svojstvo Uobicajeni antibiotici Antimikrobni peptidi
Spektar aktivnosti Bakterijske infekcije (Cesto  Bakterijske, gljivi¢ne i
selektivni) virusne infekcije
Djelovanje Specifi¢ni mehanizmi Relativno nespecifi¢ni,
bazirano na naboju
Mete Obicno jedna meta ili skup ~ Relativno manje specifi¢ne,

meta

moguce vise meta u svim
stanicama

Stopa rezistencije i
mehanizam

Razvoj otpora varira od 107
do 1019, Rezistencija moze
biti stvorena mehanizmima
poput reduciranog unosa ili
prekomjernog izbacivanja,
kemijske modifikacije ili
degradacija antibiotika,
promjena meta

Generalno rezistencija ne
moze biti direktno stvorena.
Potrebno je nekoliko puta
iterativno tretirati bakterije
pri koncentracijama ispod
MIC kako bi izazvali
rezistenciju. Rezistencija
moze biti izazvana
promjenama u sastavu
vanjske membrane i
aktiviranjem proteaza.

Dodatne aktivnosti

Ne

Djeluje anti endotoksi¢no i
pojacava imunoloski
odgovor urodenog sustava

Farmakokinetika

Varira, ali jednom tjedno za
lijekove pod istrazivanjem

Kratko sistemsko vrijeme
poluzivota zbog
proteoliticke aktivnosti

Toksikologija

Antibiotici su jedni od
najsigurnijih lijekova

Dosad nepoznate lokalne
toksi¢nosti, endotoksi¢nost i
dalje nedefinirana

TroS8ak proizvodnje

Moze biti skup

Skup, 50 — 400 dolara po
gramu

2.3.2. Prepreke terapeutskoj primjeni

Zasigurno, jedan od najveéih problema u komercijalizaciji AMP-a kao terapeutika je visoka
cijena proizvodnje (Tablica 6). Unato¢ tome §to je in vitro aktivnost peptida ¢esto izvrsna, u
fizioloskim uvjetima moze znatno opasti kao posljedica preosjetljivosti na velike koncentracije
soli [10]. Takoder, izuzetno vazna stavka je stabilnost peptida prilikom in vivo primjene.
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da su peptidi podlozni proteolitickoj degradaciji od strane
proteaza koje se nalaze u serumu ili plazmi, te se veliki napori posveéuju re-dizajnu peptida

kako bi se minimalizirao taj uc¢inak [147].

Takoder, AMP cesto mogu biti toksi¢ni naspram ljudskih stanica tako da direktno djeluju na

stanice (npr. Melitin [148]) ili izaizvaju odredene upalne reakcije [116]. Npr. visak katelicidina
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u obliku LL37 poti¢e upalu koze i abnormalni rast krvnih Zila u osoba koje boluju od rosacee.
Nedavne klinicke studije su pokazale povezanost ekspresije odredenih antimikrobnih peptida s
patogenezom pojedinih bolesti (Tablica 8) [149].

Tablica 7. Povezanost ekspresije odredenih antimikrobnih peptida s patogenezom pojedinih
bolesti [150].

Bolesti Peptidi Nivo ekspresije Reference
Bolesti koze
Atopijski dermatitis  LL37, defensini Snizen [151]
Psoriaza LL37, defensini Prekomjeran [151]
Rosacea Katelicidini Povecan [149]
Akne Defensini, granulizin Povecan [152,153]
Lupus i kontaktni LL37 Povecan [154]
dermatitis
Bolesti crijeva
Ulcerozni kolitis HD5,6,hBD2-4; Povecan [155]
lizosom
Crohnova bolest a-defensini, hBD2 Reduciran u [156,157]
Panethovim
stanicama, mali broj
kopija gena hBD2
Gastrointestinalne LL37, hBD1 Snizen [157]
infekcije
DisSne bolesti
Cisti¢na fibroza LL37, B-defensini Reducirana [158]

antimikrobna
aktivnost zbog
akumulacije soli

2.3.3. Rezistencija bakterija na antimikrobne peptide

lako je mala vjerojatnost razvijanja bakterijske rezistencije na antimikrobne peptide, neke
bakterije su u tome uspjele. Vrste iz roda Shigella (S.dysenteriae, S.flexneri, S.boydii i S.sonnei)
izlu€uju plazmidnu DNA kako bi zaustavili ekspresiju antimikrobnih peptida u epitelnim
stanicama i monocitima [159], §to pomaze bakterijama da izbjegnu djelovanje antimikrobnih
peptida. Druga strategija rezistencije bakterija je ta da enzimatskim aktivnostima inaktiviraju
djelovanje antimikrobnih peptida. Staphylococcus aureus i Porphyromonas gingivalis su
primjeri bakterija koje luce proteaze kako bi inaktivirali antimikrobne peptide (Slika 6). Jos
jedna efektivna strategija koriStena od strane mikroba je mijenjanje sastava vanjske membrane.
Staphylococcus aureus i Staphylococcus epidermidis kontroliraju tri komponente peptidnog

senzorskog sustava kako bi regulirale sintezu L-lizina i D-alanina. Oni mijenjaju lipidni
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fosfatidilglicerol s lizinom i dodaju D-alanin u teikoi¢nu kiselinu, a posljedica toga je smanjenje

negativnog naboja na povrsini bakterijske membrane i odbijanje kationskih antimikrobnih

peptida (Slika 6) [160, 161-163].

Sliéno Gram-pozitivnim bakterijama u odredenim okolnostima, Gram-negativne bakterije
takoder kontroliraju njihove dvije komponente signalnog stani¢nog sistema, PhoP-PhoQ i
PmrA-PmrB kako bi modificirale njihov lipopolisaharidni sloj [164]. Salmonella enterica
Typhimurium moze formirati hepta-acilirani lipid A dodavanjem palmitata preko proteina
PagP, zatim moze dodati fosfat i fosfoetanolamin u koru polisaharida i modificirati fosfatne

grupe lipida A s etanolaminom i aminoarabinozom [150].
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Slika 6. Shematski prikaz mehanizama rezistencije protiv antimikrobnih peptida. A) Gram
pozitivne bakterije modificiraju teikoicnu kiselinu i fosfolipide. B) Gram negativne bakterije
modificiraju lipopolisaharidne molekule arabinozom ili acilacijom lipid A jedinice u
lipopolisaharidu. C) Bakterija izlucuje pozitivno nabijene proteine i integrira ih u membranu.
D) Bakterija luci negativno nabijene proteine u izvanstanicni prostor gdje se oni vezu za peptide
ili ih blokiraju. E) Antimikrobni peptidi bivaju izbaceni iz stanice pomocu efluks pumpi. F)
Antimikrobni peptidi bivaju degradirani proteazama.[1]
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3. SAZETAK

Antimikrobni peptidi su peptidi s razli¢itim brojem aminokiselina 1 Sirokim spektrom
djelovanja na viruse, bakterije, gljive i parazite. S obzirom da se u zadnjim desetlje¢ima broj
bakterija otpornih na dosad poznate antibiotike naglo povecao, stvorila se potreba za efikasnim
terapeuticima. Kao potencijalni kandidati za rjesenje ovog problema namecu se antimikrobni
peptidi. Njihova strukturalna razliitost 1 multimodalni nacin djelovanja, koji ukljucuje
narusavanje integriteta membrane i/ili inhibiranje sinteze DNA i proteina unutar stanice,

omogucuje im djelovanje na Siroki spektar bakterija s malom naznakom razvoja rezistencije.

S obzirom da morski $koljkasi spadaju u skupinu filtratora, to jest hrane se na nac¢in da filtriraju
morsku vodu za koju se smatra da je neogranicen izvor patogena, postoji vrlo velika vjerojatnost
nakupljanja velika koli¢ine mikroba u tkivima Skoljkasa. Osim fagocitoze uz pomo¢ hemocita,
veliku vaznost u imunoloSkom odgovoru Skoljkasa protiv mikroba imaju antimikrobni peptidi.
Antimikrobni peptidi iz SkoljkaSa su uglavnom cisteinom bogati i disulfidnim mostovima
stabilizirani peptidi i podijeljeni su u 6 skupina: veliki defensini, defensini, mitlini, miticini,
mitimicini, mitimacini. Prou¢avanje AMP-a iz $koljkasa je bitno iz evolucijske perspektive te

njihovog biomedicinskog potencijala.

Unato¢ pozeljnim karakteristikama dosad otkrivenih AMP-a, njihov terapeutski potencijal jos
nije u potpunosti zazivio prvenstveno zbog preskupih troSkova proizvodnje, Cesto visoke

toksi¢nosti po stanice ¢ovjeka te velikoj nestabilnosti u in vivo uvjetima.
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