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Streszczenie: Artykut stanowi obszerny przeglad literaturowy, uwzgledniajacy prace wlasne, dotyczacy
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (AMP). AMP sa waznym elementem uktadu odpornosciowego
organizmow zwierzecych i roslinnych. Wykazuja szerokie spektrum dziatania biobdjczego wobec bakte-
rii, grzybdw, wirusow i pasozytow. Przedstawiono metody klasyfikacji peptydow AMP oraz mechaniz-
my ich dziatania. W ciggu ostatnich lat liczne peptydy AMP oraz ich analogi sa poddawane badaniom
klinicznym. W pracy szczego6lng uwage poswigcono aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej dendryme-
row peptydowych i ich potencjalnemu wykorzystaniu w medycynie.

Stowa kluczowe: peptydy przeciwdrobnoustrojowe, antybiotyki naturalne, dendrymery peptydowe,
mechanizmy dziatania biobdjczego.

Natural antimicrobial peptides in biomedical applications

Abstract: The paper is an extensive literature review, including the author’s work, related to the antimic-
robial peptides (AMP). AMP constitute an important element of the immune system of animal and plant
organisms. These natural polymers show a broad spectrum of biocidal activity against bacterial, fungal
and viral pathogens as well as parasites. The review presents the current classification of AMP peptides
and discusses the mechanisms of biological activity. In recent years, several AMP and their analogues
have been advanced into clinical development. Special emphasis was put on the antimicrobial activity of
dendrimeric peptides and their possible application in medicine.
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Jednym z gtéwnych probleméw wspdtczesnej medy-
cyny jest codzienna walka z drobnoustrojami chorobo-
twérczymi, opornymi na dziatanie dostepnych antybio-
tykéw. Powszechne stosowanie antybiotykoterapii spo-
wodowalo znaczne zmniejszenie skutecznos$ci dziatania
tej grupy lekéw, co z kolei doprowadzilo do trudnosci
w opanowaniu rosnacej liczby zakazen. Stale przybywa
tzw. patogenow alarmowych [1] — organizmow, ktore
zyskaly opornos¢ na wigkszo$¢ dostepnych antybioty-
koéw, takze na leki ostatniej szansy, np. karbapenemy (an-
tybiotyk B-laktamowy) czy wankomycyna (antybiotyk
peptydowy). Niepokojace jest zwtaszcza to, ze opornosé
przestata by¢ cecha jedynie szczepoéw bakterii szpital-
nych.

Poszukiwania nowych antybiotykdéw, opierajacych
swoje dziatanie na alternatywnych mechanizmach boj-
czych staly si¢ priorytetem w badaniach naukowych.
Duze nadzieje aplikacyjne wiaze si¢ z endogennymi an-
tybiotykami peptydowymi. W przeciwienistwie bowiem
do konwencjonalnych antybiotykow naturalne peptydy
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przeciwdrobnoustrojowe stanowia wrodzony element
uktadu odpornosciowego organizméw zywych, roslin
i zwierzat [2]. Ze wzgledu na swoje naturalne pochodze-
nie moga sie okaza¢ mniej toksyczne niz antybiotyki
wykorzystywane dotychczas. To doskonata podstawa do
poszukiwania nowoczesnych lekéw oraz poznania no-
wych mechanizmoéw ich dziatania przeciwdrobnoustro-
jowego. Peptydy to polimery, w ktérych pojedyncze jed-
nostki sa potaczone wigzaniem peptydowym (amido-
wym). Grupa aminowa jednej reszty aminokwasowej
tworzy wiazanie amidowe z grupa karboksylowa drugiej
reszty. W zaleznosci od dtugosci faricucha peptydowego
rozrozniamy:

— oligopeptydy zawierajace od 2 do 10 reszt amino-
kwasowych w czasteczce,

— polipeptydy zawierajace od 11 do 100 reszt amino-
kwasowych w czasteczce,

— biatka zawierajace powyzej 100 reszt aminokwaso-
wych.

NATURALNE PEPTYDY PRZECIWBAKTERYJNE

Prace badawcze zwiazane z peptydami przeciwdrob-
noustrojowymi (AMP — Antimicrobial Peptides) zapoczat-
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kowali w latach 50-tych XX w. Skames i Watson, ktérzy
z leukocytow krolika wyizolowali leukine o aktywnosci
bojczej wobec bakterii Gram(+) [3]. Hirsch i Cohen wyka-
zali aktywno$¢ fagocytyny, takze pochodzacej z leukocy-
téw kroélika, wobec bakterii Gram(+) oraz Gram(-) [4].
Kolejne doniesienia na poczatku lat 80-tych XX w. doty-
czyly wydzielania przez zaby, bezposrednio po zranie-
niu, magaininy — substancji o wlasciwosciach przeciw-
drobnoustrojowych, ktéra po przylaczeniu si¢ do drob-
noustrojow niszczy ich blony komoérkowe [5]. Podobnie
dziatajgce substancje wykryto tez u innych organizmow:
cekropiny u ciem, tachyplesyny u krabéw, tioniny u ro-
$lin i defensyny u ssakow. W kolejnych latach dokladnie
scharakteryzowano defensyny — peptydy z charakterys-
tycznym uktadem faficucha peptydowego typu B oraz
mostkami disiarczkowymi [6, 7]. Przetom XX i XXI w. to
okres intensywnych badan nad peptydami o wlasciwos-
ciach przeciwdrobnoustrojowych. Wyizolowano szereg
nowych zwiazkéw, poznano ich budowe, ustalono me-
chanizmy dziatania. Dotychczas opisano ponad 1700
peptydéw aktywnych wobec réznych drobnoustrojow
[8].

Peptydy AMP wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne
wobec bakterii Gram(+) (w tym mykobakterii) oraz bak-
terii Gram(-), dziatanie przeciwgrzybicze, przeciwpaso-
zytnicze oraz przeciwwirusowe. Stanowia wazna bron
uktadu odpornosciowego organizméw eukariotycznych
i prokariotycznych. Nie dzialajg wybidrczo i nie sa
gatunkowo specyficzne. W odpowiedzi odpornosciowej
nieswoistej (wrodzonej) pelnig role rownie wazna jak
przeciwciata w odpowiedzi adaptacyjnej (swoistej). Pep-
tydy te — jako w znacznej mierze peptydy ogdlnoustro-
jowe — charakteryzuja sie¢ ograniczong opornoscia na
proteolize oraz immunogenicznoscia. Peptydy AMP
wykazuja takze potengjat diagnostyczny, moga by¢ uzyte
jako specyficzny kontrast w tomografii komputerowej
[9]. Znakowany radioizotopem peptyd pozwala na roz-
poznanie procesu zapalnego zachodzacego w organiz-
mie. Na zarejestrowanym obrazie sa widoczne skupiska
bakteryjne znakowane AMP.

Peptydy AMP mozna znalez¢ we wszystkich formach
zycia: bakterii, bezkregowcow, kregowcow i ssakow, w
tym takze ludzi [10]. Swoje funkcje pelnig tez w Swiecie
roslin [11]. Sa zbudowane najczesciej z 15—50, rzadziej
z 150—200 aminokwasow [10]. Mozna je pozyskiwac
z materialéw naturalnych, takich jak: slina ludzka, 1zy,
skora oraz jad gadow i ptazow [12—14]. W organizmie
zazwyczaj powstaja jako propeptydy, ktore ulegaja akty-
wacji w procesie proteolizy. Wydzielane sa w sposéb
ciagly lub jako odpowiedz na draznigce dziatanie czynni-
koéw mikrobiologicznych, chemicznych badz mechanicz-
nych, prowadzacych do uszkodzenia tkanki [15]. Oprocz
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wykazujg takze
zdolnos¢ do stymulacji procesdw gojenia, a takze — dzie-
ki blokowaniu enzymdw proteolitycznych wydzielanych
przez mikroorganizmy — do hamowania niszczenia tka-
nek [16, 17]. Przypuszcza sig, ze w kazdym organizmie

wystepuje 15—40 rodzajow genow kodujacych peptydy
AMP [16].

Klasyfikacja peptydow AMP

W literaturze jest dyskutowanych kilka sposobdéw
klasyfikacji peptydow przeciwdrobnoustrojowych [16,
18, 19], co wynika przede wszystkim z bogactwa struktu-
ralnego tych zwiazkow. Wydzielane przez organizmy
prokariotyczne i eukariotyczne, tworza pierwsza linie
obrony przed patogenami, dzigeki temu kontrolujg natu-
ralng flore bakteryjna, czesto dzialajac synergistycznie.
Zabijaja drobnoustroje lub hamuja ich wzrost, neutrali-
zuja toksyny, wykazuja aktywnos¢ przeciwwirusowa
[20]. Na drodze ewolucji nastapito duze zréznicowanie
genéw kodujacych AMP. Najczesciej przytaczany w lite-
raturze podzial opracowali, niezaleznie od siebie, Brog-
den i Boman.

Brogden podzielit grupe naturalnych zwiazkow bio-
logicznie czynnych na 5 klas [19] i wyrdznit peptydy:

— anionowe i kationowe, bogate w specyficzne ami-
nokwasy;

— kationowe, o strukturze a-helisy;

— anionowe i kationowe, zawierajace reszty cysteino-
we 1 mostki disulfidowe;

— anionowe i kationowe, stanowigce fragmenty
wiekszych biatek.

Przeciwdrobnoustrojowe peptydy anionowe, bogate
w kwas asparaginowy i glutaminowy, wystepuja m.in.
w komorkach nabtonkowych (w ilo$ciach milimolo-
wych). Aktywacja nastepuje w obecnosci cynku petniace-
go role kofaktora [20]. Peptydy anionowe wykazuja dzia-
fanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze. Do tej klasy
nalezy np. dermicydyna produkowana w gruczotach
potowych. Dermicydyna dziata bakteriobdjczo wobec
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus
oraz grzybobdjczo w stosunku do rodziny Candida albi-
cans [21].

Peptydy kationowe sa zbudowane z okreslonych
aminokwaséw, takich jak: prolina (40—57 % peptydu),
arginina (13—33 % peptydu), fenyloalanina (19 % pepty-
du) oraz glicyna i tryptofan [19]. Niektore z nich moga
miec¢ strukture helikalng. Do tej klasy zalicza si¢ m.in.
peptyd PR-39, wyizolowany z wieprzowego jelita cien-
kiego i z neutrofili, sktadajacy sie gtéwnie z proliny i argi-
niny.

Liniowe kationowe o-helikalne peptydy sa zbudo-
wane zazwyczaj z mniej niz 40 reszt aminokwasowych.
Ich silne dziatanie przeciwbakteryjne, wobec bakterii
zarowno Gram(+), jak i Gram(-), jest wprost zalezne od
udziatu struktury o-helisy [19]. Wykazuja zmiane struk-
tury: od nieuporzadkowanej w wodzie, do a-helisy
w obecnosci np. liposomow oraz pecherzykow fosfolipi-
dowych [22]. Przedstawicielem tej klasy AMP sa magai-
niny zbudowane z 21 —27 aminokwaséw, wyizolowane
ze skory afrykanskiej zaby Xenopus laevis. Magaininy
hamuja wzrost wielu gatunkow bakterii i grzybéw oraz
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wywotuja lize spowodowana szokiem osmotycznym
pierwotniakow [23]. Wykazuja takze silne dziatanie
przeciwnowotworowe. Magainina-1 jest zdolna do two-
rzenia poréw w mitochondrialnych btonach [24], nato-
miast magainine-2 charakteryzuje toksycznos¢ wzgle-
dem komorek raka piersi, pecherza moczowego, komo-
rek biataczki i innych komdérek nowotworowych [25].

Najwigksza grupe AMP stanowig peptydy o charak-
terze kationowym i anionowym, bogate w cysteine,
zawierajace mostki disiarczkowe — zazwyczaj w ilosci
1—3 lub wiecej [26]. Czesto tworza B-struktury. Klase te
reprezentuja wyizolowane z leukocytéow wieprzowych
protegryny, zbudowane z 16 —18 reszt aminokwasowych
z dwoma mostkami disulfidowymi. W roztworze przyj-
muja strukture harmonijkowa nazywana w chemii biatek
struktura P [27]. Protegryny pelnig role przeciwendotok-
syczna. Maja zdolnos¢ do interakgji z lipopolisacharyda-
mi umiejscowionymi na powierzchni komoérek Gram(-),
co moze by¢ wykorzystane w terapii wstrzasu septyczne-
go [28, 29]. Réwnie waznym reprezentantem tej klasy
peptydow jest zroznicowana grupa defensyn, ktora za-
leznie od budowy dzieli sie¢ na defensyny a, B, y, przy
czym ta ostatnia powstaje w wyniku cyklizacji a-defen-
syn [19, 30]. Defensyny owaddw i roslin maja inne cechy
strukturalne niz defensyny kregowcow [31].

Anionowe i kationowe peptydy, stanowigce fragmen-
ty wigkszych bialek, sa najmniej liczng klasa peptydow
AMP. Charakteryzuja sie aktywnoscia przeciwdrobnous-
trojows, jednak ich rola w indukowaniu opornosci nie jest
do korica poznana. Do tej klasy zalicza sig laktoferrycyne z
laktoferryny, kazocydyne z kazeiny a takze fragmenty
ludzkiej hemoglobiny — lizozym. Laktoferryny sg waz-
nym elementem decydujacym o odpornosci naturalnej,
tworza bowiem pierwsza lini¢ obrony, gtéwnie przeciwko
patogenom wnikajacym do organizmu przez btony $luzo-
we [32]. Laktoferrycyna wykazuje wiasciwosci przeciwno-
wotworowe w stosunku do kilku typéw nowotworow,
m.in. jest skuteczna w walce z biataczka [33].

Boman zaproponowat mniej rozbudowanga klasyfika-
cje peptydow AMP [16]. Wyrdznit tylko trzy grupy: a-he-
likalne peptydy liniowe bez cystein, peptydy z trzema
mostkami disulfidowymi oraz peptydy bogate w trypto-
fan, bez cystein. Peptydy AMP mozna podzieli¢ rowniez
na podstawie funkcji na nastepujace trzy grupy: peptydy
niszczace strukture $ciany komorkowej, peptydy
wiazace pierwiastki oraz peptydy dziatajace destrukcyj-
nie na membrany bakteryjne. Do pierwszej grupy naleza
m.in. lizozym oraz serprocydyny. Druga reprezentuja
laktoferryna, kalprotektyna, hepcydyna. Trzecia grupa,
najliczniejsza, to: defensyny, katelicydyna, protegryny
a takze PR-39 i bakteriocyny [34].

Mechanizmy dzialania naturalnych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych

Mechanizmy dziatania naturalnych peptydéw prze-
ciwdrobnoustrojowych, szeroko dyskutowane w litera-

turze, opieraja sie przede wszystkim na elektrostatycz-
nym oddzialywaniu peptydu z powierzchnia btony ko-
morkowej. Peptydy AMP najczesciej dezintegruja ostony
komorkowe, uszkadzajac i wytwarzajac w ich wnetrzu
kanaty, co prowadzi do zniszczenia komorek. Powoduje
to zmiane pH, zaburzenia potencjalu btfonowego, rowno-
wagi osmotycznej oraz proceséw oddychania [35]. Co
istotne, peptydy AMP nie dziataja na blony komoérkowe
gospodarza poniewaz blona komoérkowa ssakéw rozni
sig budowga od blony komoérkowej organizmdw nizszych,
takich jak bakterie. Rozne sa takze tadunki umieszczone
na btonie komoérkowej. Te rdznice rozpoznaja peptydy
nalezace do endogennego systemu odpornosciowego
ssakow. Peptydy AMP posiadaja tadunek wielokrotny na
skutek wystepowania w ich strukturze zasadowych ami-
nokwasow.

Mozna wyroézni¢ cztery podstawowe mechanizmy
destrukcyjnego dziatania peptydéw AMP [36]:

— ,dywanowy” (carpet mechanism),

— , klepek beczki” (barrel stave),

— ,pierscieniowy” (toroidal pore model),

— ,nieuporzadkowanych pierscieniowych poréw”
(disordered toroidal pore model).

Mechanizm ,, dywanowy” zaklada, ze peptydy od-
dziatuja elektrostatycznie z glowami fosfolipidowymi
w wielu miejscach i szczelnie pokrywajgq powierzchnie
btony, co prowadzi do jej destabilizacji [37]. Dochodzi do
zmniejszenia potencjatu blonowego i uwolnienia sktad-
nikow cytoplazmy na zewnatrz komorki. Na skutek zer-
wania wigzan lipidowych nastepuje zniszczenie war-
stwy lipidowej, tworza si¢ odpowiednie micele, sktada-
jace sie z fragmentéw blony lipidowej [38]. Peptydem
o dziataniu dywanowym jest m.in. cytropina 1.11 aurelia-
ny 1.212.5[39].

Peptydy a-helikalne tworza w membranie wiazke
z kanatem w srodku, przypominajaca beczke zbudowana
z klepek. Stad nazwa mechanizmu — ,klepek beczki”.
Hydrofobowe czesci helisy ustawiaja sie w sasiedztwie
lipidéw btonowych. Na skutek zwigzania hydrofilowego
fragmentu peptydu z hydrofilowymi fragmentami lipi-
déw powstaje wewnetrzna czes¢ szczeliny. Uksztalttowa-
nie sie porow w btonie prowadzi do wycieku sktadnikow
cytoplazmy i zmniejszenia potencjatu btonowego [40].
Wedtug tego mechanizmu dziata m.in. gramicydyna A
i alametycyna [41].

Wedtug mechanizmu , pierscieniowego” dziataja
magaininy i protegryny. Peptydy te sq zdolne do wni-
kania miedzy dwie warstwy btony tak, ze pojedyncza
warstwa fosfolipidowa zagina si¢ do srodka i tworzy
szczeline. Jest to mozliwe dzigki temu, ze peptyd pod-
czas przechodzenia przez btonge dwuwarstwowa jest
nierozerwalnie potaczony z polarnymi czesciami lipi-
dow. W szczelinie znajduja sie gtowy lipidowe oraz
peptydy [42].

Peptydy, ktorych aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojo-
wa jest zwigzana z mechanizmem ,nieuporzadkowa-
nych pierécieniowych poréw”, moga by¢ zakotwiczone
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w btonie pod réznym katem a nie prostopadle do btony
jak w mechanizmie , pierscieniowym” [35, 43].

Z niektérych doniesien literaturowych wynika, ze
opisane mechanizmy dziatania peptydéw przeciwbakte-
ryjnych, mimo bardzo intensywnych badan, nie do konca
wyjasniaja obserwowane zjawiska [44]. Zauwazono bo-
wiem, ze wiele peptydéw wykazuje zdolnos¢ do przeni-
kania przez blone cytoplazmatyczng i do kumulacji
wewnatrz komorki. Udowodniono, ze peptydy AMP
interkaluja z DNA i powoduja zaburzenia w jego struktu-
rze. Nastepuje zmiana kata skrecenia helisy, zmiany
odleglosci miedzy parami zasad oraz Srednicy czasteczki
DNA. Prowadzi to do zahamowania skutecznej replikacji
i transkrypgji. Stopien uszkodzenia DNA, jako matrycy
genetycznej, zalezy od struktury peptydu AMP [19].
Defensyny HNP-1, HNP-2 s3 zdolne do redukcji DNA
i RNA oraz do syntezy biatek, defensyna HNP-1 zas —
do hamowania syntezy B-galaktozydazy [45]. Stwierdzo-
no, ze ludzka defensyna o osiaga swoja toksycznosé
wobec Trypanosoma cruzi na drodze utworzenia porow
w btonie komérkowej oraz w btonie wici a nastepnie na
skutek zapoczatkowania fragmentacji DN A jadra komor-
kowego [46]. Niektore peptydy przeciwdrobnoustrojowe
wykazuja takze aktywno$¢ zwigzang z blokowaniem
enzymow [47].

Do niewatpliwych zalet niektorych peptydow AMP
nalezy zdolno$¢ do wiazania sie z lipopolisacharydem
LPS, dzigki czemu zapobiegaja skutkom wstrzasu sep-
tycznego [48 —50].

Opornosc¢ bakterii na dziatanie peptydow
przeciwdrobnoustrojowych

Drobnoustroje maja zdolnos¢ wyksztatcania mecha-
nizmdéw obronnych pozwalajacych na uniknigcie ataku
znanych, wczesdniej stosowanych substancji. Uodparnia-
nie sie¢ drobnoustrojow na peptydy AMP jest jednak pro-
cesem niezwykle powolnym. Ewolucyjne zmiany doty-
cza zardwno peptydéw AMDP, jak i samych drobnoustro-
jow. Na podstawie poréwnania czasu ekspozycji drobno-
ustrojow na dziatanie peptydéw AMP (liczonego prak-
tycznie biorac od poczatku istnienia organizméw wy-
twarzajacych AMP) z czasem oddzialywania na nie anty-
biotykéw (liczonym od chwili ich wprowadzenia do lecz-
nictwa) a takze czestotliwosci takich oddziatywan, moz-
na stwierdzi¢, ze opornos¢ mikroorganizmdw na pepty-
dy AMP jest nieznaczna. Natomiast, po ponad osiem-
dziesigciu latach stosowania, liczna grupa antybiotykdw
jest juz dzis catkowicie nieskuteczna.

Ze wzgledu na niezwykle powolny, ale jednak prze-
biegajacy proces uodparniania si¢ drobnoustrojéw na
peptydy AMP, nalezy przeanalizowac¢ mechanizmy pro-
wadzace do ograniczenia wigzania i wbudowywania sig
peptydu AMP w blone komoérkowa drobnoustrojow oraz
zmiany w przepuszczalnosci btony cytoplazmatycznej
[51]. Jednym z zaobserwowanych zjawisk powodujacych
narastanie opornosci jest zmiana polaryzacji btony mik-

roorganizmow na kationowa, wystepujaca, m.in. u
szczepOw Staphylococcus aureus i Salmonella enterica [52].
Modyfikacja zewnetrznej blony komodrkowej nastepuje
na skutek acylacji lipidu A lipopolisacharydu, opisanej
w przypadku np. Salmonella enterica [53] a takze Staphylo-
coccus aureus [54]. Wytwarzanie otoczek polisacharydo-
wych to kolejny mechanizm budowania opornosci mik-
roorganizmow, wazny zwtaszcza w przypadku induko-
wania opornosci na -defensyny przez Klebsiella pneumo-
nige [55]. Innym mozliwym sposobem nabywania opor-
nosci na dziatanie AMP jest produkcja enzymoéw ma-
jacych zdolno$¢ degradacji peptydéow AMP. Enzymy
takie wytwarzaja bakterie z rodziny Proteus, Salmonella,
Pseudomonas, Enterococcus i Streptococcus [56]. Wiele pato-
gendw ma pompy wyrzutowe (efflux pumps) o aktywnos-
ci zaleznej od stezenia jonow potasu, dzieki czemu jest
mozliwe usuwanie, np. defensyn, z komoérki bakteryjnej,
a jednoczesnie pobieranie jonéw potasu do jej wnetrza
[57].

PEPTYDY AMP JAKO ZRODEO LEKOW

Peptydy AMP stanowia zrdédto inspiracji do opraco-
wania nowej grupy lekéw o dziataniu przeciwdrobnous-
trojowym. Dokladne poznanie proceséw zyciowych jest
podstawa stwarzajaca mozliwos¢ wykorzystania pepty-
dow AMP jako naturalnych wzorcow lekow. Postep ewo-
lucyjny doprowadzit do ogromnego zrdéznicowania
budowy peptydéow AMP a to z kolei, do niewielkiej — co
najwazniejsze — opornosci szczepéw bakterii na ich
dziatanie [10]. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa jest
warunkowana dodatnim tadunkiem czgsteczki oraz
mozliwosciq przyjmowania przez nig struktury amfipa-
tycznej (zazwyczaj prawie potowa czasteczki jest hydro-
fobowa). Peptydy AMP sa uwazane za doskonate leki
o dziataniu bakteriostatycznym lub bakteriobojczym, za-
chowujace zdolnos¢ do neutralizacji uwalnianych przez
bakterie endotoksyn [58]. Podstawq aktywnosci bakte-
riobojczej i bakteriostatycznej tej grupy peptydow jest
mozliwos¢ ich oddzialywania z blong komdrkowa drob-
noustrojow [59]. Ustalono, ze struktury peptydow AMP
sa bogate w aminokwasy zasadowe, takie jak: lizyna, his-
tydyna czy arginina oraz aminokwasy o resztach lipofil-
nych/aromatycznych.

W warunkach ograniczonego dostepu do materiatu
biologicznego alternatywa jest synteza chemiczna poszu-
kiwanych zwigzkéw. Nowoczesne techniki syntezy pep-
tydow pozwalaja na efektywne uzyskanie réznorodnej
grupy tych zwiazkéw. Prawdopodobnie jednak proste
odtworzenie sekwencji aminokwasowej nie wystarczy.
Najczesciej naturalne peptydy przeciwdrobnoustrojowe
uzyskuja swoja aktywnos¢ w organizmie na drodze sy-
nergii taczacej dziatanie peptydu z jego umiejscowie-
niem — wewnatrzleukocytarnym lub wewnatrznabton-
kowym. Wazne jest opracowanie wlasciwego sposobu
podania leku, tak aby skutecznie dotart do komérki doce-
lowej [20]. Zsyntetyzowany chemicznie peptyd powinien
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pokonacé bariery biologiczne i znalez¢ si¢ w miejscu zaka-
zenia. Biorac pod uwage rozmiary czasteczki oraz jej
duzy fadunek dodatni, nalezy sie spodziewac oczekiwa-
nego powolnego przenikania peptydu do tkanek. Odpo-
wiednio zaprojektowane matoczasteczkowe peptydy
syntetyczne pozwalajg na do$¢ duza swoisto$¢ wigzania
z okres$long komodrka docelowa [60]. Poznanie mechaniz-
mow dziatania naturalnych peptydéw przeciwbakteryj-
nych oraz okres$lenie elementéw strukturalnych odpo-
wiedzialnych za aktywno$¢ biologiczng umozliwi od-
tworzenie ich przy uzyciu innych aktywnych antybioty-
kéw peptydowych. Obecnie powszechnymi postaciami
lekéw peptydowych AMP sg kremy, masci do stosowa-
nia miejscowego oraz preparaty do ptukania ust [61].

Syntetyczne peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Zastosowanie technik chemii kombinatorycznej po-
zwala na szybkie syntetyzowanie homologicznych rodzin
peptydowych, przetestowanie ich wtasciwosci biologicz-
nych oraz skuteczng interpretacje zaleznosci pomiedzy
struktura peptydu a jego aktywnoscia przeciwdrobnous-
trojowa. W wyniku przeszukiwania biblioteki zwiazkow
skladajacych si¢ z aminokwasdéw: Lys, Leu, Val, Phe, Ser,
Glu, Pro, i tworzacych wylacznie 10-peptyd, uzyskano
zwiazek KLS2 (KKVVEKFKFK-NH,) wykazujacy wysoka
aktywnos$¢ przeciwbakteryjna i szerokie spektrum dziata-
nia [62, 63]. Analogiczna technike z powodzeniem zastoso-
wano do otrzymania aktywnego 18-peptydu YLK
(YKLLKKLLKKLKKLLKKL-NH,) [64, 65].

Szczegolnie interesujaca grupa zwigzkéw o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym sg syntetyczne lub pétsynte-
tyczne, kationowe lipopeptydy. Ich strukture zaprojekto-
wano opierajac sie¢ na cechach strukturalnych natural-
nych peptydéw AMP. Przedstawicielem wspomnianej
grupy jest daptomycyna, ktéra wigze si¢ z btonami ko-
morkowymi drobnoustrojow (zaréwno w fazie wzrostu,
jak i stacjonarnej) w wyniku czego nastepuje ich depola-
ryzacja i jednoczesna ucieczka jonéw potasu. W konse-
kwencji dochodzi do zahamowania syntezy biatek, RNA,
DNA oraz $mierci komérki — w nieznacznym stopniu
spowodowanej cytoliza. Preparat wykazuje tez aktyw-
nos¢ wobec bakterii Gram(+). Niektdérzy badacze sugeru-
ja, ze dziatanie daptomycyny jest zwigzane z zahamowa-
niem syntezy peptydoglikanow lub kwasu lipoteichowe-
go, stanowiacego element sciany komorkowej [66]. Dap-
tomycyne dopuszczono w Stanach Zjednoczonych i w
Europie do leczenia skomplikowanych zakazen skory
i tkanek migkkich, wywolywanych przez Staphylococcus
spp. i Streptococcus spp., oraz infekcyjnego zapalenia
wsierdzia i bakteriemii wywolywanych przez Staphylo-
coccus aureus [67, 68].

Wiele firm farmaceutycznych prowadzi intensywne
badania nad zastosowaniem peptydow przeciwdrobno-
ustrojowych w terapii réznych schorzen. Szereg zwiaz-
koéw przedstawionych ponizej znajduje sie w fazie badan
klinicznych lub przedklinicznych.

Analog indolicydyny, MBI-594AN, jest aktywny w le-
czeniu tradziku [69]. Zakonczono III faze badan klinicz-
nych. Charakteryzuje si¢ duza aktywnoscia wobec bakte-
rii Propionibacterium agnes, ktérej opornos¢ wobec stoso-
wanych obecnie antybiotykdw gwattownie rosnie. Pro-
pionibacterium agnes wykazuje oporno$¢ na erytromycy-
ny, klindamycyny i inne antybiotyki [70].

Roéwnie obiecujace badania dotycza preparatu o robo-
czej nazwie MBI-226 (12-peptyd), bedacego analogiem
indolicydyny, aktywnej w przypadku zakazen zwiaza-
nych ze stosowaniem cewnikow [71, 72].

Peptyd P113 — analog histatyny — wykazuje aktyw-
nos¢ wobec bakterii Gram(+) i Gram(-) oraz grzybow
z rodziny Candida albicans [73]. Przeszedt pomyslnie i I
etap badan klinicznych dotyczacych stosowania go w le-
czeniu kandydozy jamy ustnej pacjentéw zakazonych
wirusem HIV [69].

Niepowodzeniem zakonczy? sie III etap badan kli-
nicznych peptydu o roboczej nazwie MSI-78. Jest to syn-
tetyczny analog magaininy, o szerokim spektrum dziata-
nia, wykazujacy aktywnos¢ wobec bakterii Helicobacter
pylori [74]. MSI-78 byl przewidziany do leczenia wielo-
bakteryjnych zakazen w przypadku stopy cukrzycowej
[75—77].

Syntetyczny analog protegryny-1, IB-367, przeszedit
II faze badan klinicznych, jako sktadnik ptynu przeciw-
infekcyjnego, w leczeniu zapalenia blony sluzowej jamy
ustnej [28, 78]. Po zakonczeniu trzeciego etapu zawrdco-
no go jednak ponownie do drugiego etapu badan klinicz-
nych [79].

DENDRYMERY PEPTYDOWE

Dendrymery to stosunkowo nowe, rozgatezione poli-
mery, zbudowane z centralnego rdzenia, koncentrycznie
rozmieszczonych elementdéw rozgaleziajacych oraz grup
funkcyjnych znajdujacych sie na powierzchni peptydu.
Nazwa dendrymery pochodzi od greckiego stowa den-
dron — drzewo. W literaturze spotka¢ mozna takze okre-
Slenie arborole, od tacinskiego stowa arbor — drzewo lub
zwiazki kaskadowe.

Dendrymery stanowia struktury topologiczne czesto
wystepujace na naszej planecie. Niezliczone przyklady
takich struktur mozna znalez¢ w nieozywionych syste-
mach, sa to np. slad po btysku pioruna, krysztatek $nie-
gu, w $wiecie biologii — gatezie drzew, korzenie roslin,
struktury raf koralowych, system naczyn krwionosnych,
neurony [80].

Koncepgje cyklicznie nastepujacych po sobie reakgji
chemicznych prowadzacych do otrzymania kaskado-
wo-rozgatezionej czasteczki, jako pierwszy w roku 1978
opisat F. Vogtle [81]. Metoda ta, p6zniej nazwana , meto-
da rozbiezng”, dawata z niewielkq wydajnoscia trudny
w izolowaniu produkt o budowie rozgalezione;j.

Za twoérce nowej grupy rozgatezionych, dobrze zdefi-
niowanych strukturalnie makroczasteczek jest uwazany
D.A. Tomalia. W roku 1985 opublikowat on prace, w kto-
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rej opisat metode syntezy dendrymeru poliamidoamino-
wego (PAMAM), nazwang pdzniej ,,rozbiezna” [82, 83].
Pod koniec lat osiemdziesigtych do rozwoju syntezy den-
drymerow przyczynili si¢ badacze skupieni wokot Fre-
chéta i Hawkera [84—86]. W czasie, w ktérym pojawity
si¢ pierwsze doniesienia o syntezie dendrymeréw, M.
Maciejewski [87] i, rok pdzniej, J. P. De Gennes i H. Hervet
[88] przedstawili analize teoretyczna ich mozliwej struk-
tury przestrzennej. Szczegdlna uwage zwrocono na pro-
blem gwattownie rosnacej, z generacji na generacje, licz-
by merdéw, podczas gdy dostepna dla nich przestrzen ros-
nie proporcjonalnie do liniowego wymiaru meru w pote-
dze trzeciej.

Dendrymery znalazly zastosowanie w badaniach me-
dycznych, gtéwnie jako mimetyki biatek, media trans-
portujace srodki farmaceutyczne przez bariery biologicz-
ne, leki przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciw-
wirusowe, a takze przeciwnowotworowe. Obecne sg tak-
ze w terapii genowej, jako zwiazki pracujace w komplek-
sach typu ,,go$¢ — gospodarz”, czynniki kontrastujace,
wskazniki roznych jondw metali.

Sposrod bardzo zrdéznicowanej rodziny dendryme-
row nalezy wyrézni¢ dendrymery peptydowe. Sa to
zwiazki sktadajace si¢ wylacznie z reszt aminokwaso-
wych lub stanowiace potaczenie czastek organicznych
z resztami aminokwasowymi. Wielofunkcyjnos¢ takich
konstrukgji, a takze tatwosc¢ otrzymywania, teoretycznie
pozwalaja na szerokie zastosowanie ich w biotechnologii
a takze biochemii i biomedycynie.

Rozgatezione peptydy tworzace struktury dendryme-
ryczne sg syntetyzowane przede wszystkim na bazie
lizyny jako elementu rozwijajacego, poniewaz zawiera
ona dwie grupy aminowe zdolne do generowania rozga-
lezienia. Ze wzgledu na zasadowos$¢ dendrymery lizyno-
we wykazuja powinowactwo do ujemnie natadowanych
membran biologicznych oraz czasteczek z udziatem np.
ugrupowania fosforanowego. Dzigki temu stanowia
podstawe do syntezy no$nikéw DNA. Przyktadowo den-
drymer zawierajacy 8 lub 16 konicowych grup amino-
wych zmieszany z plazmidem DNA utworzy kompleks
dendrymer-DNA, zdolny do efektywniejszego oddziaty-
wania z komérkami niz niemodyfikowany DNA
[89—91].

Strategie multiplikowania aktywnych farmakoforéw
na dendrymerach skutecznie wykorzystano do otrzymy-
wania makroczasteczki o wlasciwosciach przeciwbakte-
ryjnych. Dotaczenie do dendrymeru polilizynowego
2—8 kopii naturalnego bakteriostatycznego czteropepty-
du R4 (RLYR) lub o$miopeptydu R8 (RLYRKVYG), ak-
tywnych fragmentéw naturalnych liniowych peptydéw
— protegryny i tachyplesyny — pozwolito na uzyskanie
zwiazku biologicznie czynnego [92]. Polilizynowy den-
drymer z przylaczonymi resztami mannozy efektywnie
inhibuje adhezje komorek Escherichia coli do komorek
krwi koni, dzigki czemu jest aktywnym zwigzkiem bak-
teriostatycznym [93]. Dendrymer lizynowy IV generacji,
modyfikowany 32 grupami disiarczynu naftylu, okazat

sie skutecznym lekiem przeciwko wirusowi opryszczki
zwyklej — herpes simplex virus [94].

Opracowane przez J. Janiszewska oraz Z. Urban-
czyk-Lipkowska matoczasteczkowe dendrymery pepty-
dowe stanowia unikatowg rodzing dendrymeréw cha-
rakteryzujacych sie duza aktywnoscia przeciwbakteryj-
na i przeciwgrzybicza [95—98]. Wiasciwosci matoczas-
teczkowych dendrymeréw peptydowych przecza teorii,
ze dendrymer pelni funkcje jedynie biernego szkieletu,
na ktérego bazie mozna uzyskac¢ zwiazek aktywny prze-
ciwdrobnoustrojowo, w wyniku sfunkcjonalizowania
jego powierzchni zewnetrznej grupami aktywnymi. Wy-
kazano, ze wlasciwosci zsyntetyzowanych matoczastecz-
kowych dendrymeréw peptydowych sa wprost zalezne
od budowy szkieletu makroczasteczki. Dzigki odpo-
wiedniej konstrukgji dendrymer jest aktywnym zwiaz-
kiem per se, a nie jedynie matryca do multiplikowania ele-
mentéw aktywnych [96]. Grupy oddziatujace komple-
mentarnie z miejscem wigqzacym moga by¢ wybierane
z réznych miejsc galezi drzewa dendrymerowego, a mo-
dyfikacji podlega nie tylko powierzchnia dendrymeru,
ale rowniez jego wnetrze. Grupy funkcyjne aktywnych
biologicznie liniowych peptydéw sa odpowiednio roz-
mieszczone w przestrzeni, dzieki jednej ze struktur
przyjmowanych przez taficuch peptydowy. Taki uktad
nazwano , farmakoforem ciagtym”, poniewaz tworza go
wybrane reszty aminokwasowe potaczone ze soba po-
przez tancuch peptydowy. Liniowe peptydy zazwyczaj
sq labilne, a na ich strukture wplywaja rézne czynniki,
m.in. pH, obecnos$¢ lipidow, biatek, cukréow. Struktura
aktywna stanowi wiegc jedynie cze$¢ konformacji, ktore
moze przybra¢ peptyd. Autorki zatozyly i wykazaty
prawdziwos$¢ teorii, ze zwigkszenie ilosci grup aktyw-
nych w przestrzeni topologicznie rGwnowaznej, daje
szanse w dendrymerach peptydowych (w przeciwien-
stwie do liniowych peptydéw) na topograficzng substy-
tucje grup oddziatywajacych z miejscem wigzacym. Mo-
del wspétdziatania grup znajdujacych sie wewnatrz
struktury dendrymeru nazwano modelem , farmakoforu
nieciaglego” [96]. Dzigki szczegdlnemu topograficznemu
rozmieszczeniu grup funkcyjnych szkieletu lizynowego
uzyskuje sie wysoka aktywnos¢ biologiczna zwiazkow,
towarzyszaca stosunkowo niewielkiej liczbie reszt ami-
nokwasowych w czasteczce peptydu [96].

PODSUMOWANIE

Rosnaca oporno$¢ mikroorganizmow na dziatanie
antybiotykéw, wprowadzonych w latach 40. XX w.,
znacznie ogranicza mozliwosci leczenia pacjentéw.
Zakazenia szpitalne stanowia istotny odsetek powiktan
okotooperacyjnych. Choroby wywotane w wyniku nie-
kontrolowanego rozwoju drobnoustrojow sa przyczyna
$mierci ponad 11 milionéw ludzi rocznie [99]. Najczesciej
sa to zakazenia wirusem HIV oraz powiklania bakteryjne
zwigzane z obnizona odpornoscia pacjenta chorego na
AIDS [100]. Jednoczesnie liczba nowych antybiotykéw
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zmniejsza si¢ drastycznie. W latach 1983 —1987 opraco-
wano 16 substancji, w latach 1993—1997 — 10, w latach
1998—2002 — 7, a latach 2008 —2012 — juz tylko 2 sub-
stancje o dziataniu antybiotycznym [101, 102]. Obecnie
najwiecej badan dotyczy poszukiwania nowoczesnych
analogéw zwiazkow juz wykorzystywanych w lecznic-
twie. Tylko dwa, opracowane w ostatnich latach antybio-
tyki: daptomycyna i linezolid, sa zwigzkami dziatajacy-
mi wedtug nowych mechanizméw bojczych. Pojawienie
sie¢ w szpitalach wieloopornych szczepdw, takich jak:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococ-
cus faecium i inne, wptyneto na wzrost zapotrzebowania
na nowe leki skuteczne w leczeniu zakazen o tej etiologii.
Odsetek szczepéw opornych (MRSA) wzrdst z 36 % w
1992 roku do 62 % w 2002 roku [103]. Wedtug European
Academies Science Advisory Council (EASAC), w 2007 roku
w Europie zanotowano ok. 175 tys. udokumentowanych
przypadkow S$mierci w wyniku szpitalnych zakazen
szczepami drobnoustrojéw odpornych na stosowane
terapie. Intensyfikuje si¢ wiec badania genomu mikroor-
ganizmow chorobotworczych (genomic approaches) oraz
prace zmierzajace do rozwoju szczepionek.

Dziatanie endogennych peptydéw przeciwdrobnous-
trojowych na szerokie spektrum mikroorganizmdw stato
si¢ inspiracjqa do poszukiwania nowych antybiotykdw
o znaczeniu klinicznym. Coraz czesciej podejmowane sa
proby wykorzystania aktywnych peptydéw w leczeniu
zakazen zwigzanych z biofilmem [104]. Bakterie two-
rzace biofilm cechuje bowiem zwigkszona oporno$¢ na
dziatanie szeregu antybiotykow. Na przyktad penicylina,
jest rozkltadana przez B-laktamazy nim dostanie si¢ do
glebszych warstw biofilmu. Peptydy AMP sa bardziej
skuteczne: Temporyna A jest aktywna w leczeniu prze-
wlekle zainfekowanych ran [105], Cetropina 1.1 zwalcza
infekcje odcewnikowe wywotane przez Staphylococcus
aureus [106], natomiast IB-367 jest aktywny wobec biofil-
mow formowanych przez bakterie Gram(+) [107].

Obiecujagcymi syntetycznymi peptydami przeciw-
drobnoustrojowymi sq matoczasteczkowe dendrymery
peptydowe, ktoérych charakterystyczna architektura
molekularna pozwala na tworzenie aktywnych przeciw-
drobnoustrojowo czasteczek, w wypadku niewielkiej
ilosci tworzacych je reszt aminokwasowych. Skraca to
znacznie czas potrzebny na wytworzenie czasteczki
aktywnej, co jest istotne ze wzgledéw ekonomicznych
[108].

Syntetyczne analogi peptydow przeciwdrobnoustrojo-
wych stanowia cenng alternatywe dla antybiotykéw do-
tychczas stosowanych. Wiasciwe wykorzystanie biologicz-
nych mechanizméw dziatania peptydéw przeciwdrobno-
ustrojowych moze si¢ przyczynic nie tylko do skutecznej
terapii wielu chordb, ale takze do ich profilaktyki. Leki na
bazie peptydow AMP moga by¢ wykorzystane jako samo-
dzielne zwiazki, lub sktadniki preparatow ztozonych,
w ktorych wykorzystuje sie synergie dzialania peptydow
z konwencjonalnymi lekami oraz jako peptydy immuno-
modelujace lub neutralizujace endotoksyne.
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