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Abstract: When Alexander Fleming discovered penicillin almost a century ago, it seemed
that long-lasting battle against bacteria would be win once for all. However, antibiotics are
becoming ineffective these days, mainly due to the emergence and spread of antibiotic
resistances (leading to multi-drug resistant strains of bacteria), and the insufficient
development of new antibiotics. Among other diseases, multi-resistant strains complicate also
treatment of poorly healing chronic wounds. Alternative is provided by larval therapy, most
often utilizing larvae of the common green bottle fly Lucilia sericata. Maggots effectively
remove dead tissue and pathogenic bacteria from the wound, and promote its healing. Thus,
larval therapy may ultimately lead to the development of new generation of antibiotic agents -
antimicrobial peptides. These constitute dominant elements of immune defense response
against bacterial pathogens in insect. In this respect, biology of L. sericata is poorly studied,
but antimicrobial properties of maggots make L. sericata an attractive model.
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1. CO JE TO LARVALNA TERAPIA?

Bioterapia je Medzinarodnou spoloc¢nostiou pre bioterapie (International Biotherapy
Society) definovana ako pouzitie zivych organizmov v diagnostike a lieCeni chorob.
Patri sem napriklad liecba ki¢ovych zil pijavicami (hirudoterapia), liecba psoriazy
rybkami Garra rufa (ichtyoterapia), ale i liecba chronickych ran larvami mich
(larvalna terapia) ¢i terapia vCelimi produktami (apiterapia) (CHURCH 2013).
Larvalna terapia je jednou z najznamejSich a najstarsich bioterapeutickych metod,
ked’ uz podla vsetkého staroveki Mayovia ¢i domorodi Aboriginovia poznali a
vyuzivali blahodarné ucinky lariev (WHITAKER et al. 2007). Novodobé dejiny sa
spajaji s francuzskymi chirurgmi Ambroisom Pareom a neskér Dominiqueom
Jeanom Larreym, ktory pozoroval, ze larvy much selektivne konzumuji odumreté
tkanivo, kym zivé ostava intaktné (WHITAKER et al. 2007). Ide teda o metddu
aplikacie zivych lariev, pouzivani najmd za uUCelom vycistenia a dezinfekcie
chronickych ran, ktoré obsahujii nekrotické tkanivo (CAMBAL et al. 2013).

Pouzité skratky: AMP = antimikrobidlny peptid; ES = exkréty / sekréty; MRSA = methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (S. aureus rezistentny na meticilin); Da (kDa) = Dalton (kiloDalton)
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Hojenie rany prechadza Styrmi fazami (zastavenie krvacania, zapal, proliferacna
faza, prestavba rany), priCom kazdd znich sa sklada zviacerych Cciastkovych
procesov. Priebeh tychto faz je dokladne regulovany. NaruSenie niektorého procesu
preto moze viest k predizeniu hojenia, respektive az k vzniku chronickej rany.
Dévodov mdze byt viacero, a patri medzi ne napriklad cukrovka, obezita, ale i vyssi
vek. Zavaznou komplikaciou je tiez vznik infekcie. Odstraiiovanie mikroorganizmov
napadajuicich ranu prebieha pocas zédpalovej fazy, no ak je toto odstrafiovanie
z rdznych pricin nedostatocné, zapal v rane zotrvava prili§ dlho. Dlha zapalova faza
ma na ranu i samotny proces hojenia devastacné ucinky, ¢o vedie k tomu, ze hojenie
nedokdze pokracovat a vznikd chronickd rana (GUO, DIPIETRO 2010). Navyse,
patogénne mikroorganizmy sa v chronickych randch zvédcsa formuju do tzv.
bakterialneho biofilmu. Biofilm sa podiela na zabraneni efektivnej odpovede
imunitného systému a tiez zamedzuje posobeniu antibiotik (VAN DER PLAS et al.
2008). Mikroorganizmy, mftve tkanivo (sliziace pre ne ako zdroj zivin) a exudaty
(vypotky) sa tradicne odstranuju chirurgicky (CHAN et al. 2007; HOFMAN 2007).
Alternativny spOsob vycCistenia (debridementu) spociva vo vyuziti medicinskych
lariev (CAMBAL et al. 2013), a preto sa tento spdsob nazyva aj biochirurgia (PARNES,
LAGAN 2007).

Nie vSetky druhy musich lariev su vsak vhodné. Pouzivaju sa larvy niektorych
zastupcov ¢elade Calliphoridae (Lucilia cuprina, Lucilia illustris, Lucilia sericata,
Phormia regina, Protophormia terraenovae). NajdolezitejSou podmienkou ich
vyuzitia je obmedzenie na nekrotické tkanivo. NajCastejSie aplikované a zaroven
najviac preStudované su larvy bzucivky zelenej (Lucilia sericata) (DAVYDOV 2011;
ZARCHI, JEMEC 2012; CAMBAL et al. 2013). Z vaji¢ok tejto muchy sa 12 az 24 hodin
po nakladeni liahnu larvy velké 1 az 2 mm, ktoré po 4-5 diloch v rane dosahuju
dizka 10 mm (WOLLINA et al. 2000). Pocas larvilnej fazy je kimenie ich
dominantnou aktivitou. Potravu pred pozitim najprv natravia enzymatickym
kokteilom. Tento obsahuje napriklad leucinovi aminopeptidazu, kolagenazu alebo
chymotrypsinu podobné proteazy, ktoré ju ,skvapalnia“ a premenia na lahSie
stravitel'nej$iu (DAVYDOV 2011).

Larvalna terapia sa v sucasnosti pouziva na vycistenie roznych nehojacich sa
koznych rén a ran mékkych tkaniv, ako napriklad diabetické vredy alebo prelezaniny.
Vyuzitie nachadza i v liecbe popalenin a problematickych poopera¢nych ran a pri
eradikacii odolnej ranovej infekcie, napriklad aktinomykézy a kmenov
Staphylococcus aureus rezistentnych na meticilin (MRSA) (CAMBAL et al. 2013;
BOWLING et al. 2007). Rychlost’ i tispesnost’ liecby jednozna¢ne vravia v prospech
larvalnej terapie v porovnani s konvenc¢nou liecbou (SHERMAN 2002; SHERMAN
2003). Takisto mnozstvo exudatov, zapach a bolest’ sa vyvijaju priaznivejSie nez
pocas konvencnej terapie (COURTENAY et al. 2000). A napokon, larvalna alternativa
je vyhodnejsia i z ekonomicke;j stranky (DAVYDOV 2011; CAMBAL et al. 2013).

Z hl'adiska hojenia rany, odstranenie mitveho tkaniva nie je jedinym blahodarnym
ucinkom larvalnej terapie. Ako uz bolo uvedené, larvy dokazu aktivne bojovat’ proti
mikrobidlnym patogénom a redukovat’ ich biofilm (protektivnu vrstvu). NavySe
inhibujii zapalové procesy v rane, indukuji signalne drahy angiogenézy (tvorby
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novych ciev) alebo podporuji migraciu fibroblastov (CAZANDER et al. 2013). Medzi
najviac Studované patria najméa antimikrobialne vlastnosti lariev a ich produktov.

2. ANTIMIKROBIALNE VLASTNOSTI EXKRETOV A SEKRETOV
LARIEV

Vo svojom prirodzenom prostredi (predstavovanom odumretymi telami zivocichov)
su larvy L. sericata vystavené mikrobom, s ktorymi sa delia o potravu, a ktoré pre ne
moézu byt patogénne (KRUGLIKOVA, CHERNYSH 2011). Larvy preto musia mat
vyvinuté u¢inné mechanizmy, ktoré ich pred mikroorganizmami chrania, a ktorymi
v konecnom désledku dezinfikuju ranu. Jeden z takychto mechanizmov predstavuje
eradikacia v traviacom trakte (MUMCUOGLU et al. 2001). Iny sposob spociva vo
vyluCovani latok, ktoré ovplyviuju rast ¢i priamo prezivanie patogénov. Viaceré
prace potvrdzuju, Ze exkréty a sekréty (ES) lariev vykazuji zna¢nli antimikrobialnu
aktivitu, a to ako vo¢i Gram-pozitivnym, tak aj Gram-negativnym baktériam’. Medzi
Gram-pozitivne, ktory rast bol inhibovany, patril S. aureus a Bacillus thuringiensis,
kym zastupcami Gram-negativnych boli Escherichia coli, Enterobacter cloacae a
Pseudomonas aeruginosa (BEXFIELD et al. 2004). Prave S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, ale aj napriklad druhy rodu Streptococcus st zname ako baktérie
osidl'ujice tazko sa hojace rany (PARNES, LAGAN 2007). Identifikacia, respektive
molekuldrna charakterizacia antimikrobialnych produktov vSak zd’aleka nie je uplne
vyrieSend. Viaceré prace popisuju pritomnost’ troch skupin latok rozdelenych podla
velkosti, ato <500 Da (alebo <1 kDa), dalej molekuly o velkosti do 10 kDa,
a napokon molekuly vicsie ako 10 kDa (BEXFIELD et al. 2004; BEXFIELD et al. 2008;
KERRIDGE et al. 2005; HUBERMAN et al. 2007a). Frakcia najmensich latok (<500 Da)
dokézala ucinne inhibovat' rast ako Standardnych kmenov S. aureus, tak ijeho
obavanych pribuznych, meticilin-rezistentnych variant (MRSA) (BEXFIELD et al.
2004; BEXFIELD et al. 2008). Hoci jej zlozenie eSte nie je zname, vd’aka svojmu
antibakterialnemu ucinku bola tato frakcia patentovand aregistrovana ako nové
antibiotikum pod nazvom Seraticin (CAZANDER et al. 2013). Vo frakcii najmensich
molekul boli doposial’ identifikované tri zliceniny: dve organické kyseliny (obe
obsahujice aromatické benzénové jadro) a cyklicky dipeptid obsahujuci dve
molekuly aminokyseliny prolinu (HUBERMAN et al. 2007a). Hoci boli extrahované
z celych lariev, je pravdepodobné, Ze sa nachadzaju aj v ich vyluckoch. Najmé ak
podl'a jednej hypotézy st produkty obsahujice aromatické jadro skoér vysledkom
metabolizmu symbiotickej baktérie Proteus mirabilis, ktora bola najdena v traviacom
ustrojenstve lariev (PARNES, LAGAN 2007; WHITAKER et al. 2007). Jej potvrdenie si
vSak ziada d’alsi vyskum.

T Baktérie sa daju na zaklade zlozenia bunkového obalu rozdelit’ na Gram-pozitivne a Gram-negativne.
Hlavnym rozdielom je pritomnost’ eSte jednej membrany u Gram-negativnych druhov, ktord zvonku
obal'uje cytoplazmatickli membranu a bunkovu stenu.
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3. ANTIMIKROBIALNE PEPTIDY V EXKRETOCH A SEKRETOCH

Antibakteridlny G¢inok mala aj frakcia obsahujuca molekuly do velkosti 10 kDa
(BEXFIELD et al. 2004). Zda sa, Ze zodpovedné za aktivitu ,,v strednom pasme* su
proteiny, alebo skor polypeptidy. KRUGLIKOVA a CHERNYSH (2011) separovali
hydrofobne proteiny z ES a analyzovali hmotnostnou spektrometriou. Zamerne sa
zamerali na hydrofébnu frakciu, ked’ze tu ocakavali pritomnost’ antimikrobidlnych
peptidov (AMP). Dve molekuly mali hmotnost’ vel'mi blizku diptericinom najdenym
v hemolymfe pribuznej muchy bzucivky obycajnej (Calliphora vicina). Navyse,
podobne ako diptericiny C. vicina, i peptidy izolované z ES L. sericata vykazovali
aktivitu vo¢i Gram-negativnym baktériam. Identifikovali i signaly, ktoré by mohli
zodpovedat’ inej skupine antimikrobidlnych peptidov, a to defenzinov, no tieto neboli
blizsie Specifikované (Tab. 1; KRUGLIKOVA, CHERNYSH 2011). Paradoxne, zda sa,
ze doteraz najlepSie preskimany larvalny AMP, lucifenzin (Tab. 1), sa im nepodarilo
zachytit'. Lucifenzin je doteraz jediny AMP, ktorého pritomnost’ bola potvrdena v ES
lariev, a ktorého antimikrobidlne vlastnosti boli preverené. Ide o peptid dlhy 40
aminokyselin (CEROVSKY et al. 2010), ktory patri do skupiny defenzinov. Odtial
v spojeni s rodovym nazvom bzucivky pochadza jeho nazov (Lucilia defensin).
Defenziny su pomerne konzervovand, no zaroven Siroko rozsirena skupina latok.
Dokonca az tak, Ze peptidy podobné hmyzim defenzinom boli najdené aj u
Skorpionov ¢i miakkysov. Spolo¢nou vlastnostou defenzinov je pritomnost’ Siestich
aminokyselin cysteinov a troch disulfidovych vézieb (spajajicich cysteiny). Aktivita
defenzinov spociva vich schopnosti interagovat’ s plazmatickymi membranami.
Vytvaraji v nich péry, ¢o vedie kuniku bunkového materidlu a k depolarizacii
membrany (BULET et al. 1999). Lucifenzin ma, tak ako iné¢ defenziny, vysoku
preferenciu vo¢i Gram-pozitivnym baktériam (ANDERSEN et al. 2010; CEROVSKY et
al. 2010).

4. IMUNITNY SYSTEM HMYZU A JEHO ODPOVED NA PATOGENY

Imunitny systém stavovcov je postaveny na dvoch pilieroch, ato na vrodenej
imunite, charakterizovanej produkciou antimikrobidlnych latok, a ziskanej imunite,
ktora je zalozena na lymfocytoch produkujucich protilatky. Druhy pilier je
takpovediac ,,obdarovany“ pamétou na cudzorodé molekuly. Bezstavovce sa vsak
musia spolahnut’ iba na prvy mechanizmus, ktorého kl'icovym elementom su AMP
(IMLER 2014; BULET et al. 1999). Vicsina z nich su indukovatel'né, nizkomolekulové
(< 5 kDa) a vo fyziologickych podmienkach kladne nabit¢ molekuly (BULET et al.
1999). V pripade hmyzu s uplnou premenou (kam patri i L. sericata) je syntéza AMP
indukovana v tukovom telese avo viacerych epiteloch. Ak st produkované
v tukovom telese, prechadzaji do hemolymfy odkial moézu T'ahko difundovat’ do
celého organizmu. Naproti tomu uhmyzu sneuplnou premenou st AMP
produkované krvnymi bunkami (hemocytmi) eSte neinfikovaného organizmu a pri
infekcii sa vyluc¢uju do hemolymfy (BULET, STOCKLIN 2005).
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Na zaklade chemickej Struktiry sa AMP hmyzu daju rozdelit do niekolkych
skupin (BULET et al. 1999; BULET, STOCKLIN 2005). Niektoré peptidy ¢i skupiny
peptidov su Specifické voci konkrétnym typom patogénov (napriklad defenziny), iné
vykazuji aktivitu voci SirSiemu spektru mikrobov. Napriklad thanatin je u¢inny voci
Gram-pozitivnym aj Gram-negativnym baktériam, a tiez vo¢i hubam (BULET et al.
1999). Navyse sa zda, ze hmyz je schopny selektivne produkovat tie peptidy, ktoré
budi v danej situacii uc¢inné. Tak napriklad u Drosophila melanogaster, infekcia
entomopatogénnou  hubou stimuluje produkciu antifungalnych, no nie
antibakterialnych peptidov (BULET, STOCKLIN 2005).

Antibakterialna aktivita moéze byt stimulovand dvomi spdsobmi, ato
mechanickym poranenim alebo pozitim patogénov. SkutoCne, poranenie sterilnou
ihlou zvySuje antibakteridlnu aktivitu v hemolymfe lariev L. sericata Styrikrat,
a pouzitie infikovanej ihly dokonca 16-krat (HUBERMAN et al. 2007b). Druhy sposob
vsak lepSie napodobniuje situciu v tazko sa hojacej rane. Ked’ boli larvy inkubované
v tekutych suspenziach baktérii S. aureus alebo P. aeruginosa, antibakterialne
schopnosti ich celotelovych extraktov vzrastli v porovnani s larvami, ktoré do
kontaktu s patogénmi nepriSli (KAWABATA et al. 2010). S tym sthlasi i expresia
lucifenzinu v tukovom teliesku, ktort pritomnost mikroorganizmov zvySuje
(VALACHOVA et al. 2013).

Naproti tomu, antimikrobidlne vlastnosti ES nezavisia od mnozstva baktérii v
prostredi, t.j. su udrziavané na konStantnej Urovni (BARNES, GENNARD 2011).
Takisto ani expresia lucifenzinu v bunkach slinnych zliaz, ktoré st zdrojom
larvalnych sekrétov, vobec nie je pritomnost’ou patogénov ovplyvnena (VALACHOVA
et al. 2013). Imunitny systém lariev L. sericata je teda schopny flexibilnej odpovede
na pritomnost’ patogénnych mikrébov, no antibakteridlna aktivita ES je konstantne
vysoka. Ta je pravdepodobne dosledkom prirodzené¢ho Zivotného prostredia lariev,
reprezentovan¢ho rozkladajucimi sa ostatkami mftvych Zivoc¢ichov (BARNES,
GENNARD 2011). Expresia lucifenzinu v slinnych Zlazach klesa iba v pripade
nedostatku potravy (VALACHOVA et al. 2013).

5. MOLEKULARNO-BIOLOGICKY PRISTUP

Lucifenzin, doteraz jediny identifikovany larvalny AMP, bol objaveny biochemickou
cestou. Extrakty zjednotlivych tkaniv boli viacnasobne separované pomocou
kvapalinovej chromatografie a vysledna frakcia obsahujuca jedini latku bola
analyzovani metodou proteinového sekvenovania (CEROVSKY et al. 2010). O celkom
iny pristup sa pokusili ANDERSEN et al. (2010). Molekularno-biologickymi
technikami ziskali sekvencie tych koédujicich usekov, ktorych proteinové produkty
su v larvach sekretované (napriklad aj slinnymi zl'azami). Takto identifikovali dva
antibakterialne peptidy: homolog sarkotoxinu IIA patriacecho do rodiny
antibakterialnych peptidov attacinov, a defenzin, ktorého sekvencia sa zhodovala
s lucifenzinom (Tab. 1). Sarkotoxin IIA bol najdeny v mésiarke Sarcophaga
peregrina a podobne ako prvy attacin izolovany z okana Hyalophora cecropia, ma
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schopnost’ inhibovat’ rast Gram-negativnych baktérii E. coli. Predpoklada sa, Ze
inhibuje syntézu bunkovej steny, o vedie k zdvaznym zmenam v morfologii buniek
(ANDO, NATORI 1988; CARLSSON et al. 1998).

ALTINCICEK a VILCINSKAS (2009) pouzili molekularno-biologické techniky na
charakterizaciu komponentov imunitnej odpovede. V ich experimente mechanicky
poranili larvu anavySe ju vystavili bakterialnej infekcii. Ziskali sekvencie 65
kédujucich tsekov génov, ktoré sa po poraneni a infekcii indukovali. Medzi nimi
identifikovali pat’ kratkych peptidov s potencidlnou antimikrobidlnou aktivitou (Tab.
1). Tri, zarad’ujuce sa do rovnakej skupiny AMP (bohatych na aminokyselinu prolin),
boli ¢iastocne podobné znamym peptidom z D. melanogaster. Obzvlast’ jeden z nich
bol vyznamne aktivny vo¢i Gram-pozitivnej baktérii Micrococcus luteus. Stvrty
z identifikovanych peptidov bol ureny ako homolog sapecinu-B zo S. peregrina.
Tento novy peptid patri do skupiny defenzinov, no je odliSny od lucifenzinu. A
napokon piaty bol pribuzny diptericinom izolovanym z viacerych druhov hmyzu (D.
melanogaster, Drosophila pseudoobscura, Musca domestica, Stomoxys calcitrans, a
in¢). Pritomnost diptericinov potvrdzuje aj Ciastotna biochemickd analyza
(KRUGLIKOVA, CHERNYSH 2011). Zda sa teda, ze ¢i uz v sekrétoch, alebo
v hemolymfe, larvy bzucivky obsahuji okrem lucifenzinu aj viaceré d’alSie peptidy,
vratane takych, ktoré st schopné eliminovat’ aj Gram-negativne baktérie. Je preto
pravdepodobné, ze larvy vramci svojej imunitnej obrany syntetizuju aj tento typ
AMP; doteraz vsak nebol definitivne preukazany.

Dve uvedené prace ukazali potencidl genomiky v odkryvani mozaiky imunitne;j
odpovede. Skutocne, celogenomovou analyzou D. melanogaster mozno najst
niekol’ko stoviek génov, ktorych expresia je spriahnutd s imunitnou reakciou
(ALTINCICEK, VILCINSKAS 2009). Kompletna sekvencia genomu L. sericata zatial
nie je znama, no bol publikovany tzv. transkriptom, t. j. sibor sekvencii kodujucich
usekov génov, ktoré su exprimované v slinnych Zlazach, ato pocas roznych
vyvinovych $tadii (SZE et al. 2012). Tento transkriptom zatial nebol podrobeny
analyze z hl'adiska identifikdcie potencialnych antimikrobidlnych latok proteinovej
povahy.

6. TERAPEUTICKE VYUZITIE ANTIMIKROBIALNYCH PEPTIDOV
A BUDUCNOST

Objav prvého antibiotika, penicilinu, znamenal revoluciu v medicine. Dovtedy liecba
infikovanych ran spocivala vo vyplachovani fenolom, ktory je popri kyselinach a
luhoch stale jednou z najnebezpecnejSich chemikalii v laboratériu. Od Cias penicilinu
boli objavené ¢i vyvinuté nové a G€innejsie antibiotik4, no napriek tomu sa ich éra,
zda sa, po necelom storo¢i konci. Dovodom je vznik multirezistentnych kmeiiov, po
anglicky nazyvanych aj ,,superbugs, ktoré su definované ako kmene odolné voci
viac ako dvom skupinam antibiotik (PORTO et al. 2012; BALTZER, BROWN 2011).
Pri¢in by sa mohlo n4jst’ niekol’ko, a to ¢i uz neuvazené a Castokrat i nevhodné
pouzivanie antibiotik (vratane Sirokospektralnych) alebo ich pritomnost
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v potravinarskom priemysle a v domacich produktoch (BALTZER, BROWN 2011).
RieSenie ponukaji AMP. Mozno ich povazovat’ za prirodzené antibiotika rastlinnej a
zivocisnej rise (I'udi nevynimajic), no v porovnani s tymi konvencnymi s extrémne
rychle; st schopné usmrtit’ patogéna v priebehu niekol’kych minat (BOMAN 2003).
Tradi¢né antibiotikd ako norfloxacin alebo vankomycin potrebujii najmenej Styri, a
niekedy dokonca az 24 hodin (KANG et al. 2012). Okrem antimikrobialneho ucinku
vSak u nich boli popisané aj imunomodulacné (napr. indukcia a modulacia
prozapalovych cytokinov) a protirakovinové vlastnosti (NUNIK, HANCOCK 2009).
Niektoré dokonca dokdzu neutralizovat’ imunostimulacné faktory uvol'nené z baktérii
(lipopolysacharidy alebo lipoproteiny) a predchddzat tak zapalovym reakciam
(SCHUERHOLZ et al. 2012).

S AMP je vsak spojenych aj niekolko nevyhod. Asi najzavaznejSou je toxicita
niektorych peptidov vo¢i cicavéim bunkam, ktora sa prejavuje hemolyzou,
nefrotoxicitou alebo neurotoxicitou (GORDON et al. 2005). Pri prekonavani takychto
prekazok sa vyskum uberd smerom tzv. raciondlneho dizajnu, ktory sa zaobera
hl'adanim zavislosti medzi Struktirou a funkciou. Tak napriklad, zvySenie celkového
naboja, pri zachovani ostatnych fyzikalno-chemickych vlastnosti, vedie v pripade
peptidu magaininu 2 ku vzniku analogu, ktory je menej toxicky voci krvnym
bunkam, a zaroven aktivnejsi v pripade baktérii (DATHE et al. 2001). Cestou je i
priprava hybridnych peptidov, ktorych jednotlivé casti maji  pdvod v inych
organizmoch. Napriklad spojenie Casti hmyzich defenzinov z koméra Anopheles
gambiae a z chrobaka Acrocinus longimanus dalo vznik antimikrobialnemu peptidu,
ktory bol trikrat Gc€innejsi ako povodny defenzin z koméra, a tri- az desatkrat
ucinnejsi ako vankomycin, konvencné antibiotikum pouzivané na liecbu MRSA
(LANDON et al. 2008). Inym problémom je citlivost’ vo¢i proteazam, t.j. enzymom
degradujucim proteiny a peptidy. Toto je mozné vyriesit’ zamenou aminokyselin, kde
jednym z rieSeni je zmena priestorovej Struktiry aminokyselin (L-formy za D-
formy), no chemické zlozenie ostane rovnaké (PORTO et al. 2012).

Zavaznou otazkou je i vznik rezistencie. S AMP patogény vo vSeobecnosti tahaju
za krat$i koniec. Pripisuje sa to ich komplexnému mechanizmu t¢inku, kedy najprv
dochadza k akumulacii peptidov na povrchu bunky (charakterizovanom zapornym
nabojom), nasledne k interakcii s bunkovou membranou, preusporiadaniu membrany,
translokacii cez fu, a napokon k samotnému cinku, ¢o je ¢astokrat lyza bunky (SEO
et al. 2012). Boli vSak popisané pripady, kedy sa rezistencia voci AMP skutocne
vyvinula. S. aureus dokazal pozmenit zloZzenie membrany, ¢im sa zmenSil jej
zaporny naboj, co napokon viedlo k odpudzovaniu kladne nabitych AMP (PESCHEL,
COLLINS 2001). V tomto smere bude preto potrebné sa viac ako inokedy poucit’ z
chyb minulosti. Kedze AMP tvoria sicast imunitnej ochrany aj u l'udi, vznik
rezistentnych kmenov patogénov moze ovel'a vaznejSie ohrozit’ zdravie ¢loveka ako
rezistencia na sti¢asne antibiotika (BELL, GOUYON 2003).

Uvahy o komerénom vyuziti AMP v suasnosti uz nie su iba akademické.
Napriklad polymixin B a gramicidin S (paradoxne oba produkty baktérii rodu
Bacillus) sa uspesne vyuzivaju v terapii infekcii sposobenych Gram-negativnymi
baktériami. Vzhl'adom na ich Ciastocni1 toxicitu i pre ¢loveka, sa vSak aplikuju iba
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povrchovo, a to ako sti¢ast’ krémov a roztokov (BALTZER, BROWN 2011; NTWASA et
al. 2012). Je pravdepodobné, ze s aplikovanim raciondlneho dizajnu ich v rozpéti
niekol’kych rokov pribudne ovela viac, najmid ak rychlost pribudania novych
antibiotik v sucasnosti nedokaze drzat krok s rastiicim mnozstvom rezistentnych
kmenov patogénov (PORTO et al. 2012). Napokon, budticnost'ou tradi¢nych antibiotik
moze byt ich kombindcia s AMP. IWASAKI et al. (2007) ukazali, Ze konvencné
antibiotika aplikované spolu s analogmi hmyzich defenzinov mali vacsiu Gcinnost’
voci takym patogénom ako je MRSA alebo P. aeruginosa. Dévodom je
pravdepodobne tvorba porov peptidmi, cez ktoré antibiotiké 'ahSie prenikali.

A ¢o z toho vsetkého vyplyva pre larvalnu terapiu? Multirezistentné kmene
komplikuju liecbu aj tazko sa hojacich chronickych ran. Zaroven viaceré Studie
poukazuju na vyrazné antimikrobidlne schopnosti lariev a larvalnych produktov voci
roznym patogénom, vratane MRSA. Larvy bzucivky L. sericata tak st potencialne
bohatym zdrojom novych AMP. Hoci zatial jedinym charakterizovanym ostava
defenzin lucifenzin, biochemické i molekuldrno-biologické metoédy naznacuju, ze
antimikrobidlny arzendl lariev je Sir$i. NavySe, vzhl'adom na to, ze imunitny systém
hmyzu je zaloZeny najmd na AMP, predstavuju jeho zéstupcovia atraktivnych
kandidatov pre hl'adanie novych, peptidovych antibiotik (NTWASA et al. 2012). Na
druhej strane, znAmym nedostatkom biochirurgickych lariev je menSia u¢innost’ na
Gram-negativne baktérie (STEENVOORDE, JUKEMA 2004; BOWLING et al. 2007). V
dnesnej dobe, kedy nie je problém geneticky pozmenit ani mnohobunkovy
organizmus, by krok vpred znamenalo obohatenie genetickej vybavy lariev o d’alSie
AMP, ¢i uz pochadzajice z inych druhov hmyzu alebo i vzdialenejSich organizmov.
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Tabul’ka 1. Antimikrobialne peptidy produk.ované1 larvami bzucivky Lucilia sericata.
Table 1. Antimicrobial peptides produced® by maggots of the common green bottle fly

Lucilia sericata.
antimikrobialny kategéria miesto sposob aktivita literatira
peptid AMP identifikacie identifikacie na
AMP velkost’ou hmotnostna
podobné gloveriny ES spektrometria po ngriﬁ};le IZJEJH(;I;E\?;/:
diptericinom z (diptericiny) chromatograficke;j bfktérie 2011)
Calliphora vicina separacii
i 9 r
AMP ‘(Ilel';( 0§t ou elzlliltlr ?&Zﬁ?: o Gram- KRUGLIKOVA
podobne defenziny ES SP po. pozitivne | a CHERNYSH
defenzinom z chromatografickej baktérie (2011)
Calliphora vicina separacii
ES. &evo hmotnostna
P spektrometria
slinné zlazy, o Gram- . .
. a proteinové . CEROVSKY et
tukové . pozitivne
. sekvenovanie po . al. (2010)
teliesko, chromatoeraficke; baktérie
lucifenzin defenziny hemolymfa graticke)
separacii
material bol sekvenovanie
X , prepisov ANDERSEN et
izolovany L n.u.
2 celého tela exprimujucich sa al. (2010)
(aktivnych) génov
AMP podobny material bol sekvenovanie
sarkotoxinu ITA gloveriny izolovany prepisov nu ANDERSEN et
70 Sarcophaga (attaciny) 2 celého te}:lla exprimujucich sa e al. (2010)
peregrina (aktivnych) génov
AMP podobné sekvenovanie
drosocinu a AMP bohaté na| material bol eDiSOV 2410V DO Gram- ALTINCICEK
metchnikowinu | aminokyselinu | izolovany Prep St u%écii P pozitivne | a VILCINSKAS
z Drosophila prolin z celého tela bakterial L LPS baktérie (2009)
melanogaster akteriainymi
AMP podobny material bol sckvenovanie ALTINCICEK
s;pecml;lB w0 defenziny izolovany prep;fior:lf ﬁzrclﬁv po n.u. a VILCINSKAS
arcopnasa z celého tela mutact (2009)
peregrina bakteridlnymi LPS
AMP podobny material bol sekvenovanie ALTINCICEK
diptericinom gloveriny izolovang prepisov génov po nu a VILCINSKAS
z viacerych (diptericiny) 2 celého tela stimulacii . (2009)
druhov hmyzu bakterialnymi LPS

Vysvetlivky:

n.u. = aktivita u L. sericata nebola ur¢ovana
LPS = lipopolysacharidy (Struktiry na povrchu Gram-negativnych baktérii,
stimulujiice imunitny systém zivocichov)

* doteraz bol blizgie charakterizovany iba lucifenzin

5 only lucifensin has been adequately characterized up to now
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