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Wprowadzenie

Poszukiwanie skutecznych substancji przeciwdrobnoustrojowych to ciagle
aktualny problem wspoélczesnej farmacji i medycyny [1]. Pojawienie si¢ szczepow
opornych na konwencjonalne, niegdyS bardzo skuteczne antybiotyki (np.
wankomycyng)  spowodowato  pilng  potrzebg badan w  grupie lekéw
przeciwdrobnoustrojowych. Innym powodem poszukiwania nowych lekow sa problemy
z zakazeniami oportunistycznymi u chorych z dysfunkcja uktadu odpornosciowego [2].

Zakazenia powodowane przez drobnoustroje w statystykach umieralnosci plasuja
si¢ w czotowce czynnikow etiologicznych powodujacych zejécia Smiertelne na §wiecie
(zaraz po chorobach uktadu krazenia). W wielu krajach obserwuje si¢ od kilku lat
gwaltowny nawrét chorob zakaznych a Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO)
okreslita je jako glowne zagrozenie dla czlowieka. Choroby powodowane przez
mikroorganizmy powoduja $mier¢ rocznie ponad 11 milionéw ludzi na calym §wiecie
[3]. Najczestsza przyczyna sa zakazenia wirusem HIV oraz powiktania bakteryjne
zwiazane z choroba AIDS [4].

Poza skutkami spotecznymi leczenie chordéb zakaznych niesie za soba ogromne
koszty ekonomiczne. Nie mniejszy ci¢zar spoczywa na koncernach farmaceutycznych,
ktore chcac wprowadzi¢ nowa substancje na rynek musza zainwestowac $rednio 400-
800 milionéw dolaréw [5]. Pomimo olbrzymich potrzeb zwiazanych z nowymi
antybiotykami przemysl $wiatowy gltowny nacisk kladzie na wdrazanie lekow
stosowanych w chorobach przewlektych, przyjmowanych w dlugim okresie przez
pacjenta. Liczba nowych zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych wprowadzanych do
lecznictwa caty czas maleje. W Stanach Zjednoczonych w latach 1983-87 wprowadzono
16 nowych chemioterapeutykdéw, przez cztery kolejne juz tylko 7 nowych, co stanowito
zaledwie 3% wszystkich nowych lekow [1]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze do statystyki
tej nie zalicza si¢ lekow dzialajacych miejscowo, szczepionek, przeciwcial oraz
immunomodulatoréw, czyli substancji, ktore takze stosuje si¢ w terapii lub prewencji
chordb zakaznych. Badania nad nowymi lekami przeciwdrobnoustrojowymi mozna
podzieli¢ na trzy gléwne grupy. Najwickszy nacisk ktadzie si¢ obecnie na poszukiwanie
nowych analogéow struktur chemicznych, ktore sa stosowane w lecznictwie. Dowodem
na to jest wprowadzenie w latach 1998-2003 nowych antybiotykdéw, w grupie ktorych
pojawito si¢ dziewie¢ nowych zwiazkéw, ale tylko dwa to substancje o catkowicie

nowym mechanizmie dziatania (daptomycyna oraz linezolid). W roku 2002 sposrod 89
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nowych lekéw dopuszczonych do obrotu przez Federalny Urzad ds. Zywnosci i Lekow
w Stanach Zjednoczonych (FDA) ani jeden nie byl antybiotykiem.

Inne trendy naukowe w odniesieniu do problemu narastajacej opornosci na leki to
poszukiwania nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych w oparciu o badania
genomu mikroorganizméw chorobotworczych (ang. genomic approaches) oraz rozwdj
szczepionek. Pierwszemu z nich sprzyja poznawanie catkowitej sekwencji DNA coraz
wigkszej liczby drobnoustrojéw. Dzigki temu mozliwe jest systemowe podejscie do
identyfikacji nowych celow terapeutycznych. Moga nimi by¢ przyktadowo struktury
odpowiedzialne za wzrost bakterii, adhezj¢ do blon $luzowych czy produkcje toksyn.
Réwnolegly rozwd) wysokowydajnych technik screeningu, takich jak chipy
oligonukleotydowe pozwala na szybkie testowanie tysigcy potencjalnych kandydatow
na skuteczne terapeutyki. Jako praktyczne zastosowanie wspomnianego podejscia
nalezy wymieni¢ inhibitory syntetaz t-RNA. Syntetazy t-RNA sa kluczowym elementem
w procesie translacji i produkcji biatek, warunkujac powstawanie molekut t-RNA
specyficznych dla danego aminokwasu. Dzigki temu, iz bakteryjne syntetazy t-RNA
ro6znig si¢ od syntetaz organizméw eukariotycznych, réznice te moga by¢ wykorzystane
w konstruowaniu terapeutykéw. Obecnie dzigki wiedzy i technikom opartym na analizie
genomu opracowano kilka obiecujacych zwiazkéw, ktore w najblizszym czasie przejda
badania kliniczne.

W stosunku do czgsto pojawiajacych si¢ bakterii chorobotwoérczych, takich jak
pneumokoki oporne na penicyling, dwoinka rzezaczki, meningokoki, Helicobacter
pvlori czy drobnoustrojow powodujacych infekcje jelitowe, sensownym podejsciem
wydaje si¢ stworzenie szczepionek, ktore uwrazliwiatyby uklad immunologiczny na
antygeny tych bakterii (czgsto stabo immunogennie) i przez to pozwalaly na eliminacjg

zakazenia we wczesnym jego stadium.
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1. Naturalne peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Zwiazki peptydowe o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych sa szeroko
rozpowszechnione w naturze. Stanowia bowiem jeden z wazniejszych elementéw
uktadu odpornosciowego zardwno u organizméw Prokaryota jak 1 Eukaryota [6]. W
mikroorganizmach sa one produkowane przez wieloenzymatyczne uktady komoérkowe
lub w trakcie réznych procesdéw pozarybosomalnych [7]. Czg$¢ bakterii posiada rowniez
zdolno$¢ syntezy rybosomalnej zwiazkéw o aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowe;.
Syntezowane peptydy aktywno$¢ mikrobiologiczna uzyskuja w trakcie obrobki
posttranslacyjnej [8]. Duzo uwagi poswigca si¢ rowniez peptydom produkowanym przez
organizmy wyzsze. Peptydy syntezowane rybosomalnie dzieli si¢ na trzy podstawowe
grupy [9]:

- bakteriocyny,

- lantybiotyki (modyfikowane bakteriocyny),

- endogenne antybiotyki peptydowe.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe pochodzqce z bakterii

Do niedawna duze nadzieje poktadano w bakteriocynach, naturalnych peptydach
produkowanych przez bakterie a chroniacymi je przed innymi patogenami.
Bakteriocyny to produkty bakteryjnej syntezy rybosomalnej wydzielane na zewnatrz
komorki celem ochrony przed patogenami. Charakteryzuja si¢ przewaznie waskim
spektrum dziatania bojczego oraz wystgpowaniem u co najmniej kilku gatunkow
bakterii. Przewaznie sa produkowane przez bakterie Gram-dodatnie. Wyrdznia si¢ dwa
podstawowe rodzaje bakteriocyn [10]. Grupa pierwsza obejmuje peptydy, ktore zostaly
poddane obrébce posttranslacyjnej (modyfikowane bakteriocyny - lantybiotyki).
Zwiazkom tym obecnie poswigca si¢ najwigcej uwagi. Do drugiej grupy naleza

bakteriocyny niemodyfikowane.

Do bakteriocyn zaliczane sa tez kolicyny i mikrocyny, peptydy ktore sa

wytwarzane przez bakterie Gram-ujemne (np. Escherichia coli) [11].

Lantybiotyki to najlepiej poznana grupa bakteriocyn [12]. Nalezy do nich okoto 30
zwiazkdbw o budowie peptydowej pochodzenia bakteryjnego (np. Lactococcus,

Lactobacillus, Enterococcus). Lantybiotyki produkowane sa w procesach obrobki
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posttranslacyjnej przez drobnoustroje Gram-dodatnie, a ich nazwa zwiazana jest z
wystepowaniem niebiatkowego aminokwasu lantioniny lub metylolantioniny. Oprocz
tego dehydroaminokwasu jak i innych aminokwasow niebiatkowych w strukturze tych
antybiotykdw obserwuje si¢ wystgpowanie wiazan (mostkow) tioeterowych [13].
Srednia masa czasteczkowa lantybiotykow wynosi 2-5 kDa. Aktywno$¢ ich skierowana
jest gldwnie wobec bakterii Gram-dodatnich. Stosunkowo duza masa czasteczkowa
uniemozliwia penetracj¢ btony zewngtrznej

ujemnych. Struktur¢ najwazniejszego

sciany komorkowej bakterii Gram-

lantybiotyku nizyny oraz aminokwasow

niebialkowych wchodzacych w jej sktad prezentuje rysunek 1.
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Rys. 1. Schemat budowy nizyny oraz modyfikowanych (niebiatkowych) reszt
aminokwaswych: (a) lantionina, (b) metylolantionina, (c¢) dehydroalanina, (d) kwas
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Obecno$¢ reszt dehydroaminokwaséw jest nieodzowna dla aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej lantybiotykow [14]. Reszty te posiadaja silne centra elektrofilowe
mogace oddziatywa¢ z ugrupowaniami nukleofilowymi obecnymi w bakteryjnym DNA
lub hamowa¢ aktywno$¢ niektorych ukladéw enzymatycznych. Mostki tioeterowe
zwigkszaja odpornos¢ lantybiotykéw na czynniki fizyczne (temperatura). Wykorzystany
na duza skale zostat dotychczas tylko jeden antybiotyk z grupy lantybiotykow, nizyna.
Jest on stosowany jako konserwant zywnos$ci od trzydziestu lat w ponad 50 krajach.
Trwaja intensywne badania nad wykorzystaniem innych lantybiotykéw. Epidermina i
gallidermina ma by¢ zastosowana w leczeniu infekcji skérnych [15], lantopeptyna jako
lek przeciwwirusowy (Herpes simplex) [16]. Z kolei lantybiotyk ankowenina jest

proponowany do leczenia nadci$nienia [17].

Najwazniejszym  ograniczeniem  stosowania lantybiotykow  jest  koszt
otrzymywania. Synteza na duza skalg tych zwiazkow sprawia spore trudnosci.
Szczegdlnie klopotliwe jest koncowe oczyszczanie otrzymanych zwiazkow.
Zastosowanie lantybiotykow na szersza skalg, wymaga wigc opracowania skutecznej i

taniej metody syntezy lub izolacji tych zwiazkow.

Endogenne antybiotyki peptydowe

Duze nadzieje aplikacyjne w projektowaniu nowych chemioterapeutykow wiaze
si¢ z odkrytymi przed dwudziestoma laty endogennymi antybiotykami peptydowymi
[18]. Cecha wspolna tych zwiazkéw 1 antybiotykéw peptydowych dotychczas
stosowanych, oprocz nazwy, sa aminokwasy jako podstawowy element budowy
chemicznej. Roznia si¢ jednak znacznie ze wzgledu na Zrodto pochodzenia,
wystgpowanie fragmentdw niebiatkowych oraz wlasciwosci biologiczne. ,,Stare”
antybiotyki peptydowe sa stosowane w medycynie od ponad pot wieku. Ze wzgledu na
wysoka nefro- 1 hepatotoksyczno$¢ oraz wiasciwosci hemolizujace pelnia one
ograniczong rolg. Ponadto brak wchianiania z przewodu pokarmowego zadecydowat
gléwnie o miejscowym stosowaniu tych srodkéw. Endogenne antybiotyki peptydowe
uwaza si¢ za bezpieczniejsze w stosowaniu. W przeciwienstwie do swych
poprzednikow, izolowanych z kultur promieniowcoéw Streptomyces ,,nowe” antybiotyki
peptydowe sa sktadnikami wszystkich organizméw eukariotycznych, gdzie stanowia

wazny element ich uktadu odpornosciowego [6]. Sa sktadnikami $liny, wystgpuja na
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wszystkich powierzchniach eksponowanych na §rodowisko zewngtrzne, moga by¢ takze
wydzielane przez neutrofile. Stanowia doskonata matryce do poszukiwania nowych
srodkéw przeciwdrobnoustrojowych stosowanych zard6wno w zwalczaniu zakazen, jak 1
konserwacji lekéw. Obecnie wiele zespoldéw naukowych prébuje testowaé peptydy
przeciwdrobnoustrojowe pod katem nowych lekéw czy aktywnych $rodkow do
preparowania powtok przeciwdrobnoustrojowych. Wiedz¢ na temat peptyddéw stosuje
si¢ do modyfikacji genetycznej roslin odpornych na patogeny. Znane sa transgeniczne
banany czy transgeniczne ro$liny uprawne skonstruowane, by chroni¢ makroorganizmy
przed drobnoustrojami.

Istnieje kilka metod klasyfikacji endogennych antybiotykow peptydowych.
Najczegsciej peptydy dzieli si¢ na zwiazki posiadajace okreslona budowe chemiczna,
gdyz odlegle taksonomicznie organizmy posiadaja peptydy o podobnej strukturze.
Szereg podobienstw chemicznych pozwala wydzieli¢ trzy podstawowe grupy zwiazkoéw:

- peptydy liniowe, o budowie a-helikalnej, nie zawierajace reszt cysteiny
(np. magaininy, cekropiny)

- peptydy liniowe, nie zawierajace reszt cysteiny, bogate w okreslone reszty
aminokwasowe (np. histatyny, indolicydyna)

- peptydy cykliczne z przewaga struktury P, zawierajace jedno lub wigcej
wiazan disulfidowych (np. protegryny, defensyny)

Niektore peptydy charakteryzuja si¢ bardzo szerokim spektrum dziatania wobec
zarowno bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych, grzybéw, wiruséw oraz komorek
nowotworowych. Do zwiazkéw takich naleza m.in. defensyny 1 protegryny. Oprocz
typowej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej peptydy wykazuja szerokie spektrum
dziatann immunomodulujacych zwiazanych z infekcja drobnoustrojowa. Do dziatan tych
naleza m.in. wptyw na ekspresje genéw, wiazanie si¢ z bakteryjnym lipopolisacharydem
powodujacym kaskade cytokin prozapalnych czy wptywanie na odpowiedz komorek

odpornosciowych organizmu na rozwijajaca si¢ infekcj¢ (Rys. 2) [18].
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wysokie st¢zenie

liza komorek nowotworowych
dzialanie przeciwdrobnoustrojowe
stymulacja wzrostu keratynocytow
hamowanie biatkowej kinazy C

dzialanie chemotaktyczne na komorki uktadu
odpornosciowego

stymulowanie produkcji cytokin

stymulowanie wydzielania komorek adhezyjnych

niskie stezenie

Rys. 2. Spektrum aktywno$ci biologicznej naturalnych peptydéw przeciw-

drobnoustrojowych w zaleznosci od st¢zenia na przyktadzie defensyn [18].

Wigkszos¢  peptydow  przeciwdrobnoustrojowych  dziala na  zasadzie
permeabilizacji btony drobnoustrojow (Rys. 3). Znane sa rowniez peptydy powodujace
uwalnianie ATP z komorek, zatrzymanie replikacji DNA czy zahamowanie ekspresji
biatek strukturalnych. Wiazac si¢ ze sktadnikami blon drobnoustrojow destabilizuja
struktur¢ dwuwarstwy lipidowej, moga ponadto tworzy¢ micele lub kanaty w obrgbie
btony [19]. Do niewatpliwych zalet niektorych peptydow przeciwdrobnoustrojowych
nalezy zdolno$¢ do wiazania si¢ z bakteryjnym lipopolisacharydem, przez co
zapobiegaja skutkom wstrzasu septycznego [20]. Wiasciwo$¢ ta wynika z duzej iloSci 1

odpowiedniego ulozenia w strukturze przestrzennej aminokwasow zasadowych.
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zewnetrzna
btona
cytoplazmatyczna

BB

Rys. 3. Typy oddziatywan antybiotykéw peptydowych na btong bakterii Gram-
ujemnych [21]. (A) destabilizacja liposacharydu przez konkurencyjne wiazanie si¢ w
miejscach wystgpowania jonow Ca®™ i Mg2+, (B) oddziatywanie peptydu z ujemnie
natadowanymi skladnikami blony zewngtrznej oraz tworzenie szczelin w btonie, (C)
wnikanie peptydu o budowie amfipatycznej w btong cytoplazmatyczna, (D) tworzenie
micelli w blonie cytoplazmatycznej, (E) przenikanie peptydow za pomoca zjawiska flip-

flop, (F) tworzenie kanatow w btonie przez oligomery defensyw.

Do chwili obecnej odkryto okoto 1000 peptydéw przeciwdrobnoustrojowych

(http://www.bbcm.units.it/~tossi/pagl.htm). Organizmami, z ktoérych izoluje sig

najwigksza ilo$¢ peptydow sa owady. Pojedynczy owad produkuje mieszaning 15-20
peptydow, ktorych stezenie w hemolimfie gwaltownie wzrasta w trakcie infekcji. W
warunkach laboratoryjnych larwy owadéw naktuwa si¢ igla zakazona drobnoustrojami i
po okreslonym czasie odciaga si¢ mikrostrzykawka hemolimfg [22]. Plyn ten mozna
bezposrednio oczyszcza¢ metodami chromatograficznymi celem rozdzielenia peptydéw
1 otrzymania czystych zwiazkow. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe stanowia u owadow
jeden z trzech podatkowych elementow uktadu odpornosciowego. Pozostate elementy to
indukcja enzymow proteolitycznych oraz indukcja odpowiedzi komodrkowej

(fagocytoza).
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Ze wzgledu na prostote izolacji duza grupe opisanych zwiazkow stanowia peptydy
zabie [23]. Chronia one delikatng skor¢ ptazow przed infekcja w bogatym w
drobnoustroje $rodowisku wodnym. Wigkszo$¢ peptydow zabich to zwiazki o
stosunkowo prostej budowie chemicznej. Przewaznie liniowe, pozbawione reszt
cysteiny sa doskonatym modelem do poszukiwania nowych antybiotykow.
Laboratoryjnie peptydy uzyskuje si¢ z ptazéw poddajac ich organizmy niewielkiemu
dzialaniu pradu stalego lub wstrzykujac norepinefryng. Wydzieling skorna zZaby
nastgpnie $ciera si¢ zwilzonym wacikiem i po ekstrakcji podobnie jak w przypadku

owadow rozdziela zwiazki peptydowe metodami chromatograficznymi.

Badania mikrobiologiczne naturalnych peptydow potwierdzaja ich wysoka
skuteczno$¢ w stosunku do szczepéw opornych na konwencjonalne antybiotyki. Na
bazie naturalnych peptydow konstruowane sa zwiazki zawierajace jedynie czg$¢
sekwencji aminokwasowej krytycznej dla niszczenia drobnoustrojow w celu
zmniejszenia kosztow ewentualnej produkcji. Ponadto wprowadza si¢ reszty D-
aminokwasow, analogi pseudopeptydowe badz modyfikacje koncéw peptydu, aby
zwigkszy¢ okres pottrwania w warunkach fizjologicznych. Inna modyfikacja majaca na
celu zwigkszenie powinowactwa i zdolnosci penetracji bton drobnoustrojow to
sprzgganie z kwasami tluszczowymi [24]. Kilkanascie z peptydow przechodzi obecnie

badania kliniczne (Tab. 1) [25].
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aplikacyjnych [25].

Tabela 1. Przyktady peptydow przeciwdrobnoustrojowych bedacych w trakcie badan

POTENCJALNE ETAP BADAN
PEPTYD FIRMA ZASTOSOWANIE KLINICZNYCH
DAL Demegen rany oparzeniowe i infekcje I etap
skorne
D;I_nlel%en zapalenie dziaset, zakazenia
analog histatyny Demegen drozdzakowe jamy ustnej IT etap
ukonczony
Iseganan owrzodzenia jamy ustnej Il etap, nie
B.367 dopuszczony do
analog Intrabiotics Hzycla
t . .
profegtyny infekcje ptucne towarzyszace
. . IT etap
mukowiscydozie
AM . . badania
Laktoferycyna H Pharma przeciwbakteryjny przedkliniczne
MBI-594 AN Micrologix tradzik ukonczony II etap
zakonczony
Neuprex Xoma . . I1I etap,
(rekombinowana zapalenie opon mozgowych .
pochodna BPI) Corp. nie dopuszqzony
do uzycia
?dnglg_znzagl Micrologix infekcje odcewnikowe III etap
Pexiganan
IZInSaIl-O78 Genaera owrzoiien;(a \ Stop u III etap
g cukrzykow
magaininy
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Duza zaleta antybiotykow peptydowych w przeciwienstwie do konwencjonalnych
antybiotykow jest niewystgpowanie opornosci drobnoustrojow na te substancje. Uwaza
sig, ze leki oparte na peptydach przeciwdrobnoustrojowych moga w przysztosci by¢
wykorzystane na kilka mozliwosci: jako samodzielne substancje lub zwiazki wchodzace
w sktad preparatow ztozonych wykorzystujac ich dziatanie synergistyczne z
konwencjonalnymi lekami oraz jako peptydy o dziataniu immunomodulujacym lub

srodki neutralizujace endotoksyng (lipopolisacharyd).

Potencjalne zastosowanie peptydow w lecznictwie jest jednak ograniczone przez
szereg problemow. Najwazniejszym jest koszt produkcji zwiazkéw peptydowych.
Zarowno syntezowane w skali laboratoryjnej jak 1 w zaktadach przemystowych, peptydy
sa bardzo drogie w pozyskiwaniu [26]. W przypadku krétkich zwiazkow przydatna
moze okaza¢ si¢ synteza enzymatyczna, z kolei w  otrzymywaniu
kilkudziesigcioaminokwasowych  peptydéw  nalezy  opracowaé¢  metody z
wykorzystaniem inzynierii genetycznej. Wazne jest tez, aby kazdy nowy produkt
wypadal konkurencyjnie wzgledem poprzednikow, m.in. pod wzgledem ekonomicznym.

Powinien tez by¢ trwaty w trakcie przechowywania jak i stosowania.

Nie bez znaczenia sa problemy zwiazane z uzyskaniem ochrony patentowej na
aktywne substancje. Wigkszo$¢ znanych najaktywniejszych peptydoéw to zwiazki o
strukturze wystepujacej w naturze, co uniemozliwia staranie si¢ o ochrong. Otrzymanie
analogdw syntetycznych o zblizonej aktywno$ci biologicznej jest trudne i wymaga

olbrzymich naktadow juz na etapie poszukiwania aktywnych analogow.

Problemem jest tez zabezpieczenie peptydow przed degradacja enzymatyczna
przewodzie pokarmowym. Niestety stosunkowo duza masa czasteczkowa peptydow w
znaczacym stopniu zmniejsza biodostgpnos$¢. Obiecujace rezultaty daje zamykanie
peptydow w mikrokompartmentowych postaciach leku, stosowanie promotoréw sorpcji
czy jednoczesne podawanie zwiazkoéw z inhibitorami peptydaz. Problem degradacji
enzymatycznej mozna tez ominac stosujac peptydy zbudowane z aminokwasow w
konfiguracji D. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe zbudowane z D-aminokwaséw
przewazanie wykazuja taka sama aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa jak odpowiedniki

zbudowane z L-aminokwasow.

W poszukiwaniu nowych antybiotykow peptydowych, do wyjasnienia pozostaje
tez sprawa toksycznosci oraz powstawanie alergii przy kolejnym podawaniu peptydow.

Dlatego tez, na bazie dotychczasowej niespetna dwudziestoletniej wiedzy na temat
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peptydow przeciwdrobnoustrojowych czynione sa starania do stosowania tych

zwiazkow gldwnie w terapii miejscowe;.

Pomimo braku wielu informacji na temat peptydow przeciwdrobnoustrojowych w
nowych antybiotykach poktada si¢ duze nadzieje. llo$¢ zespotéw naukowych na §wiecie
zaangazowanych w badania tej grupy zwiazkow gwaltownie si¢ zwigksza.
Niewatpliwym atutem nowych zwigzkéw jest tez ich naturalne pochodzenie oraz bardzo
wysoka aktywno$¢ mikrobiologiczna i stosunkowo niewielkie zuzycie peptydow w

terapii.
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2. Badania wlasne dotyczace projektowania, syntezy i badan peptydow

przeciwdrobnoustrojowych

Celem niniejszej pracy habilitacyjnej bylo projektowanie, synteza i badania
mikrobiologiczne ~ nowych  antybiotykéw  peptydowych.  Oprécz  testow
mikrobiologicznych zwiazki te przebadatem takze pod katem ich zastosowania jako
nowoczesne substancje konserwujace oraz $rodki ochrony roslin. Badania te nalezy
uzna¢ za pionierskie, gdyz podobne zagadnienia nie byly wcze$niej podejmowane w
literaturze naukowej. Na drodze syntezy otrzymalem migdzy innymi nie opisane w
literaturze nowe peptydy lub lipopeptydy.

W ramach prowadzonych badan poszerzylem tez wiedz¢ na temat znanych
endogennych peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych lub ich analogdw przeprowadzajac
szereg testow mikrobiologicznych, ktére miaty na celu zdobycie wiedzy w zakresie
projektowania nowoczesnych chemioterapeutykéw, skuteczniejszych w leczeniu
opornych szczepéw drobnoustrojow. Peptydy postuzyly tez do dotychczas mato
opisywanych badan nad leczeniem sepsy, czy tworzenia powtok zawierajacych peptydy
przeciwdrobnoustrojowe jako substancje zabezpieczajace przed infekcja.

Ponadto opracowatem nowatorska metodg oczyszczania zwiazkow peptydowych z
wykorzystaniem ekstrakcji do fazy statej (SPE). Proces ten pozwolil na znacznie
szybsze otrzymywanie nowych zwiazkéw peptydowych o pozadanej czystosci.
Prezentowane badania nie byly dotad wykorzystywane w oczyszczaniu syntetycznych

polipeptydow.

2. 1. Projektowanie nowych peptydow przeciwdrobnoustrojowych

Badanie temporyny A oraz retro-analogow

W zakresie projektowania nowych zwiazkéw chemicznych z wykorzystaniem
metod analizy konformacyjnej, zaprojektowalem dwa nowe analogi temporyny A.
Temporyna A jest hydrofobowym peptydem zbudowanym z trzynastu reszt
aminokwasowych wyizolowanym pierwotnie z europejskiej zaby trawnej (Rana
temporaria) [27]. Temporyna A wykazuje wysoka aktywnos$¢ wzgledem bakterii Gram-

dodatnich oraz grzybéw (m.in. Candida albicans). Jednym z powazniejszych
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problemoéw zwiazanych z perspektywicznym zastosowaniem tego peptydu w
lecznictwie jest trudno$¢ otrzymywania, co jest opisane w literaturze [29]. Peptyd byt
tez przeze mnie wielokrotnie otrzymywany w laboratorium, a proces syntezy zostat
zoptymalizowany z wykorzystaniem najnowszej wiedzy na temat syntezy peptydow.
Pomimo wytgzonych staran nie udato si¢ opracowa¢ metody, ktéra bylaby
wystarczajaco wydajna w skali przemystowej. Celem moich badan bylo znalezienie, na
bazie temporyny A, réwnie skutecznego antybiotyku, ale latwiejszego w syntezie
chemiczne;.

Syntez¢ peptydéw przeprowadzitem z wykorzystaniem metody Merrifielda na
stalym nos$niku polimerowym. Grupy o-aminowe aminokwasOw chronitem ostona
9-fluorenylometoksykarbonylowa (Fmoc), za§ *tancuchy boczne ugrupowaniami
powszechnie stosowanymi w chemii peptydow [28]. Peptydy odszczepiatem od nos$nika
roztworem kwasu trifluorooctowego (TFA) z dodatkiem triizopropylosilanu i wody. Po
odsaczeniu od ziaren no$nika, peptydy wytracalem schlodzonym eterem,
odwirowywatem, po czym poddawalem procesowi suszenia liofilizacyjnego. Peptydy
oczyszczatem metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladzie faz
odwroconych (RP-HPLC) w ukladzie gradientowym rozpuszczalnikow woda-
acetonitryl z dodatkiem TFA. Frakcje zawierajace peptydy o czystosci powyzej 97%
liofilizowatem. Peptydy scharakteryzowatem metoda analitycznej HPLC przy dlugosci
fali A = 226 nm oraz metoda spektrometrii mas na spektrometrze z jonizacja metoda
desorpcji laserowej na matrycy (MALDI-TOF).

Badania  mikrobiologiczne  wykonatem z  wykorzystaniem  szczepow
referencyjnych pochodzacych z Polskiej Kolekcji Drobnoustrojéw (PAN, Wroctaw). W
testach zastosowalem nastgpujace drobnoustroje: bakterie Gram-dodatnie (Bacillus
subtilis ATCC 9372, Enterococcus hirae ATCC 10541, Rhodococcus equi ATCC 6939,
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus saprophyticus ATCC 20229), bakterie Gram-ujemne (Escherichia coli
ATCC 8739, Proteus vulgaris NCTC 4635, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Serratia marcescens ATCC 274, Stenotrophomonas maltophila ATCC 12714) oraz
grzyby (Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger ATCC 16404). Badania
minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost drobnoustrojow (MIC) wykonalem metoda
mikrorozcienczen w ptynnym podtozu Mueller-Hinton (dla bakterii) lub Sabouraud (dla
grzyboéw) na 96-dotkowych ptytkach polipropylenowych. Minimalne st¢zenie bdjcze
(MBC) oznaczatem wysiewajac probki hodowli ptynnych na podloze stale. Sposob
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oznaczen mikrobiologicznych byt zgodny z biezacymi zaleceniami NCCLS (National
Commiittee for Clinical Laboratory Standards).

W tym miejscu pragne dodaé, ze wykonywanie badan do$wiadczalnych z zakresu
pracy z drobnoustrojami zostalo poprzedzone ukonczeniem przeze mnie na poziomie
akademickim kilku przedmiotow zwiazanych z mikrobiologia, immunologia, biologia
molekularng  oraz  krotkimi  praktykami w  specjalistycznych  laboratoriach
mikrobiologicznych gdanskich uczelni.

W trakcie badan nad analogami temporyny A udalo mi si¢ otrzymac szereg
nowych peptydow o zmodyfikowanej strukturze pierwszorzedowej. Dwa z analogéw
posiadaty aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa porownywalna z temporyna A. Do
zwiazkow tych nalezala retro-temporyna oraz (6-1)(7-13)-temporyna. Oba analogi miaty
identyczny sktad aminokwasowy jak temporyna A, a réznily sig, zgodnie z przyjgta
strategia projektowania pochodnych, kolejnoscia potaczenia aminokwasoéw. Badane
peptydy wykazywaty wysoka aktywnos¢ wzgledem bakterii Gram-dodatnich i grzyboéw
oraz niska wzgledem bakterii Gram-ujemnych. Analog (6-1)(7-13)-TA w bardzo
niewielkim stopniu aktywnoscia przeciwdrobnoustrojowa ustgpowat temporynie A, co
w zwiazku z prostota jego otrzymywania czyni go bardzo obiecujaca substancja do
potencjalnych zastosowan. Struktury pierwszorzedowe temporyny A (TA) oraz retro-

analogow przedstawiono na rysunku 4.

TA Phe-Leu-Pro-Leu-lle-Gly-Arg-Val-Leu-Ser-Gly-lle-Leu-NH,
retro-TA Leu-Ile-Gly-Ser-Leu-Val-Arg-Gly-Ile-Leu-Pro-Leu-Phe-NH,
(6-1)(7-13)-TA  Gly-lle-Leu-Pro-Leu-Phe-Arg-Val-Leu-Ser-Gly-Ile-Leu-NH,

Rys. 4. Struktura pierwszorzgdowa temporyny A (TA) oraz jej retro-analogow.

Retro-analogi oraz temporyna A zostaly przeze mnie przebadane na szczepach
referencyjnych bakterii Gram-dodatnich, bakterii Gram-ujemnych oraz grzybow.
Wszystkie trzy peptydy wykazywaly podobna aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Widma dichroizmu kotowego (CD) oraz ich analize strukturalna przeprowadzita dr
Sylwia Rodziewicz-Motowidto z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. Widma
CD temporyny A byty tez wczesniej wykonywane przez innych autoréw. Peptydy byty
analizowane w wodnych roztworach trifluoroetanolu (TFE), w buforze fosforanowym

oraz buforze fosforanowym zawierajacym siarczan dodecylu sodu (SDS). Zaréwno
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temporyna A jak i analog (6-1)(7-13)-TA w 30% trifluoroetanolu przyjmowaty strukturg
a-helisy. W obecnosci micelli SDS oba peptydy tworzyly a-helis¢ w roztworach o
roznym pH. Moze to sugerowac, ze takie struktury wazne sa dla obu peptydow dla
zachowania aktywnosci wzgledem bton Dbiologicznych. Nizsza aktywnos$¢
mikrobiologiczna retro-temporyny A moze by¢ zwigzana z zaobserwowanymi
roznicami w badaniach CD. Analog ten zarowno w roztworach TFE, buforze
fosforanowym, jak 1 w obecnosci SDS wykazywal struktur¢ nieuporzadkowana.
Pomimo iz posiada aktywno$¢ nizsza anizeli temporyna A, zastosowanie go w praktyce
moze by¢ jednak korzystne ze wzgledu na latwos¢ otrzymywania na drodze syntezy
chemicznej. Otrzymanie nowych, aktywnych mikrobiologicznie analogow temporyny A
moze w przysztosci zaowocowaé szerszym zainteresowaniem zespoléw naukowych
potencjalnym zastosowaniem tego typu zwiazkéw w lecznictwie. Wyniki badan

dotyczace tej grupy zwiazkow zostaty opublikowane [30].

Badanie analogow edeiny

Wspolpraca naukowa z prof. Ryszardem Andruszkiewiczem z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej zaowocowata badaniami nad analogami edein.
Edeiny to antybiotyki peptydowe bedace amidami pentapeptydow, ktére posiadaja w
swym skladzie poliaming — spermidyng lub guanylospermidyng, glicyng oraz cztery
aminokwasy niebiatkowe, wlaczajac kwas (2R,6S,7R)-2,6-diamino-7-
hydroksyazelainowy (oryginalny aminokwas wystepujacy wylacznie w edeinach,
ktorego metoda syntezy ze wzgledu na zlozona strukture czasteczki nie zostala
dotychczas opracowana) [31]. Budowe chemiczna izomeréw o edein przedstawiono na
rysunku 5. Zwiazki te wykazuja znaczna aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa
obejmujaca bakterie Gram-dodatnie i Gram-ujemne oraz grzyby. Niestety stosunkowo
wysoka toksyczno$¢ antybiotykéw edeinowych w stosunku do organizmoéow zwierzgcych
ogranicza ich zastosowanie w lecznictwie jako zwigzkéw o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym. Edeiny posiadaja tez zdolno$¢ hamowania translacji w
komorkach prokariotycznych jak i eukariotycznych, przez co stanowia bardzo uzyteczne
narzg¢dzie do badania tego procesu. Istotna cecha antybiotykéw edeinowych jest ich
dzialanie immunosupresyjne, ktére wykazano na modelu mysim. Problemem
zwigzanym z zastosowaniem edein jest tez mozliwo$s¢ wewnatrzczasteczkowej

izomeryzacji aktywnych biologicznie izomerdéw a, a co za tym idzie niska trwatos¢ tych
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zwiazkdw w zasadowym roztworze wodnym. Migracja reszty acylowej z grupy o-
aminowej kwasu (5)-2,3-diaminopropanowego (izomer o) powoduje powstanie stanu
rownowagowego ze zwiazkiem z acylowanym ugrupowaniem B-aminowym tego kwasu
(nieaktywny biologicznie izomer f3).

W trakcie badan mikrobiologicznych nad analogami edein wykorzystatem zwiazki
otrzymane podczas pracy doktorskiej dr. Zbigniewa Czajguckiego [32]. Testy
mikrobiologiczne wykonatem wedlug procedury opisanej dla temporyny A oraz
analogow (rozdz. 2.1). Badania nowych analogéw edeiny A oraz edeiny D, w ktérych
gtowna zmiang struktury bylo zastapienie reszty kwasu (2R,6S,7R)-2,6-diamino-7-
hydroksyazelainowego ugrupowaniami zawierajacymi reszty kwasu (3R4S5)- lub
(3S5,4S5)-4,5-diamino-3-hydroksypentanowego (Rys. 5) uwidocznity niska aktywno$¢
mikrobiologiczna  tych  zwiazkow. Badania zwiazane z  wlasciwoSciami
immunologicznymi analogdéw edein nie wchodzace w skiad rozprawy habilitacyjnej, sa
w toku. Brak aktywno$ci mikrobiologicznej analogdw moze okaza¢ si¢ korzystny w
dalszych badaniach biologicznych dotyczacych immunosupresji.

Wyniki badan dotyczacych syntezy i testow mikrobiologicznych grupy analogéw

edeinowych zostaty opublikowane [33].

27



(S)-Ise (S}APr | (2R6S7R)}-Aha
|
NH,
- 9] o 4
HZN/\/lL NH NH
OH
(S)-pTyr lub (S)-pPhe
RZHN |
|
Sper lub Gsper i0 Gly
Edeina R! R?
A —-OH -H
B —-OH —C(NH)NH;
D -H -H
F -H —C(NH)NH

(S)-p-Tyr -
(S)-5-Phe -
(S)-Ise -
(S)-Apr -
(2R,6S,7R)-Azha -
Gly -
Sper -
Gsper -

(S)-ptyrozyna

(S)-p-fenylo-pg-alanina

(S)-izoseryna

kwas (S)-2,3-diaminopropanowy

kwas (2R,6S,7R)-2,6-diamino-7-hydroksyazelainowy
glicyna

spermidyna

guanylospermidyna

Rys. 5. Struktura chemiczna izomerow o edein A, B, D i F.
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2. 2. Ekstrakcja do fazy stalej jako nowa metoda oczyszczania syntetycznych

peptydow

W  ramach poszukiwania nowych technik otrzymywania peptydoéw
zaproponowatem po raz pierwszy tania i prosta technik¢ oczyszczania syntetycznych
peptydow.

Oczyszczanie peptydow jest jednym z najtrudniejszych etapéw w procesie
otrzymywania tych zwiazkow. W ,,surowej” probce znajduje si¢ szereg zanieczyszczen
poprocesowych o strukturze peptydéw, zwiazkow uzywanych w trakcie syntezy do
ochrony grup funkcyjnych, odczynnikow dodawanych podczas deprotekceji peptydow od
ziaren nos$nika. Najtrudniejsze w rozdzieleniu sa zanieczyszczenia o charakterze
peptydowym. Oczyszczanie peptydéw jest wigec procesem trudnym i pracochtonnym.
Obecnie do najczgsciej stosowanych technik w warunkach laboratoryjnych oczyszczania
»surowych” peptydow nalezy wysokosprawna chromatografia cieczowa w ukladzie faz
odwroconych (RP-HPLC). Duzo rzadziej stosuje si¢ filtracj¢ zelowa na zlozach typu
Sephadex czy chromatografi¢ jonowymienna.

Zarowno w skali laboratoryjnej jak i1 oczyszczaniu na skalg przemystowa z
uzyciem metod chromatograficznych stosuje si¢ podobne ztoza takie jak krzemionka
modyfikowana tancuchami alkilowymi C8 lub C18 oraz analogiczna taktyke rozdziatu
jak w HPLC. Peptydy eluuje si¢ ze ztoza w ukladzie gradientowym woda-acetonitryl
(skala laboratoryjna) lub woda-etanol (skala przemystowa). Etap oczyszczania
peptydow z wykorzystaniem HPLC jest jednym z drozszych w procesie pozyskiwania
czystych zwiazkow 1 znaczaco wplywa na koncowy koszt pozyskania nowej substancji.
Wymaga uzycia kosztownego sprzetu, materiatow eksploatacyjnych (kolumny
preparatywne) oraz duzej ilo$ci rozpuszczalnikéw organicznych.

Majac na uwadze fakt, ze niektore peptydy po syntezie z uzyciem metodologii
Fmoc sa tylko w niewielkim stopniu zanieczyszczone, mozna rozdzielanie tego typu
zwiazkow prowadzi¢ z pominigciem preparatywnej HPLC. Opracowalem procedurg
oczyszczania peptydow w oparciu o technike ekstrakcji do fazy stalej (SPE).
Dotychczas nie byto doniesien dotyczacych oczyszczania syntetycznych peptydéw ta
technika. Metoda SPE oczys$citem m.in. temporyng A (FLPLIGRVLSGIL-NH;) oraz
kalcyterming (VAIALKAAHYHTHKE) otrzymane przeze mnie do badan w ramach
realizacji projektu naukowego dotyczacego peptydowych srodkéw konserwujacych

[34]. Doswiadczenia przeprowadzitem z zastosowaniem klasycznych kolumienek do
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ekstrakcji do fazy statej o $rednicy ziaren 40 pm. Efekty na takich wypetnieniach byty
niezadowalajace, dlatego do oczyszczania zastosowatem ztoza powszechnie uzywanego
jako wypehienie do kolumn HPLC (Kromasil C8, $rednica ziaren 5 um). Ze wzgledu na
bardzo mate rozmiary sorbentu i niebezpieczenstwo przedostawania si¢ go przez
komercyjne kartridze zastosowatem kolumienki wtlasnej konstrukcji. Peptydy
eluowalem z kolumienki porcjami wodnych roztworo6w o rosnagcym stezeniu
acetonitrylu. W ramach opublikowanej pracy przedstawitem oczyszczanie w skali 20
mg oraz 200 mg [35]. Peptydy rozdzielatem na kolumienkach zawierajacych 0,5 Iub 2,5
g sorbentu Kromasil. Nastgpnie frakcje poddawalem analizom z wykorzystaniem
HPLC. Otrzymane wyniki, dotyczace czystosci peptydoéw jak i1 uzyskane wydajnosci
podczas oczyszczania byly porownywalne z wynikami otrzymywanymi dla
oczyszczania z uzyciem HPLC.

Ekstrakcja do fazy statej moze by¢ tez doskonala technika zatgzania probek
zawierajacych peptydy po utlenianiu grup tiolowych do wiazan disulfidowych lub
podczas wymiany przeciwjondw w trakcie przygotowywania peptydow do badan
biologicznych.

Zastosowanie tej techniki wiaze si¢ z bardzo matym zuzyciem -eluentow,
niewielkim kosztem wykonania kolumienki oraz bardzo szybkim procesem
chromatograficznego rozdziatu wynoszacym okoto 5-10 minut. Ekstrakcja do fazy stalej
jest doskonata alternatywa dla preparatywnego HPLC, szczegdlnie w przypadkach mato
skomplikowanych mieszanin zawierajacych surowe peptydy. Uzyskane wyniki badan

zostaty opublikowane [35].
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2.3. Badania in vitro peptydow przeciwdrobnoustrojowych

Uwagi ogolne

Badania in vitro mialy na celu poszerzenie wiedzy na temat wiasciwosci i
spektrum dziatania peptydow przeciwdrobnoustrojowych. Publikowane dotychczas
wyniki zawieraly przewaznie dane uzyskiwane na waskim spektrum drobnoustrojow
oraz bardzo rzadko zawieraly poréwnanie w jednym do$wiadczeniu kilku peptydow
przeciwdrobnoustrojowych. W przypadku syntetycznych analogéw peptydéw dane
literaturowe sa bardzo ubogie, co znaczaco utrudnia odpowiednie zaprojektowanie
dalszych badan biologicznych. W ramach tej czgéci pracy otrzymatem tez kilka nowych,
niepublikowanych wcze$niej zwiazkoéw chemicznych.

Peptydy badane w testach in vitro otrzymalem metoda na stalym no$niku
polimerowym z wykorzystaniem metodologii Fmoc, zgodnie ze schematem
postgpowania jak w przypadku temporyny A oraz jej analogow (rozdz. 2.1).
Odpowiednio scharakteryzowane peptydy, z wykorzystaniem chromatografii RP-HPLC
oraz spektrometrii MALDI-TOF, byty badane pod katem aktywnosci mikrobiologiczne;.

W badaniach in vitro wykorzystatem ponad 120 zwiazkow peptydowych, przy
czym badania dotyczace dziesigciu najaktywniejszych struktur oraz ich wilasciwosci
mikrobiologicznych zostaly opublikowane. Do grupy catkowicie nowych zwiazkéw
naleza krotkie di- i tripeptydy modyfikowane reszta kwasu palmitynowego, ktorych
otrzymalem dziewig¢. Sposrod nich dwie najbardziej aktywne czasteczki zostaly
poddane testom mikrobiologicznym wobec bakterii Gram-dodatnich (Rys. 6). Wyniki
prac dotyczacych projektowania, syntezy i1 badan mikrobiologicznych tej grupy

zwiazkow zostaty opublikowane [36].

Palm-Lys-Lys
Palm-Lys-Lys-NH,

Rys. 6. Sekwencje aminokwasowe lipopeptydoéw, analogow lizylolizyny acylowanych

reszta kwasu palmitynowego.
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W testach mikrobiologicznych wykorzystatem tez peptydy wystepujace w
przyrodzie: aureing, citroping, protegryng, uperyne i temporyng (Rys. 7). Wyniki badan
mikrobiologicznych tych peptydow, opisane w literaturze, sa raczej skromne, co

sktonito mnie do rozszerzenia badan nad ich aktywnoscia.

aureina 1.2 Gly-Leu-Phe-Asp-Ile-Tle-Lys-Lys-Ile-Ala-Glu-Ser-Phe-NH,

citropina 1.1 Gly-Leu-Phe-Asp-Val-lle-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Val-Ile-Gly-
-Gly-Leu-NH,

protegryna 1 Arg-Gly-Gly-Arg-Leu-Cys-Tyr-Cys-Arg-Arg-Arg-Phe-Cys-

-Val-Cys-Val-Gly-Gly-Arg-NH,

uperyna 3.6 Gly-Val-lle-Asp-Ala-Ala-Lys-LysVal-Val-Asn-Val-Leu-Lys-
-Asn-Leu-Phe-NH,

temporyna A Phe-Leu-Pro-Leu-Ile-Gly-Arg-Val-Leu-Ser-Gly-Ile-Leu-NH,

Rys. 7. Sekwencje aminokwasowe naturalnych peptydow przeciwdrobnoustrojowych

wystepujacych w przyrodzie.

W grupie badanych zwiazkow, otrzymanych na drodze syntezy, byty tez analogi
naturalnych peptydow, takich jak m.in. histatyna, protegryna, magainina oraz
indolicydyna o zmodyfikowanej strukturze niewystgpujacej w przyrodzie. Peptydy
bedace w trakcie badan klinicznych, z ktorymi wiaze si¢ duze nadzieje aplikacyjne w
konkretnych przypadkach klinicznych, to: demegen P-113 (analog histatyny)
proponowany do leczenia zapalen dziasel 1 zakazen drozdzakami jamy ustnej; iseganan
IB-367 (analog protegryny) bedacy w badaniach dotyczacych leczenia owrzodzen jamy
ustnej oraz infekcji plucnych towarzyszacych mukowiscydozie; omiganan (analog MBI-
226) badany pod katem leczenia opryszczki oraz pexiganan MSI-78 (analog magaininy)
majacy znalezé zastosowanie w leczeniu owrzodzen stép i podudzi u cukrzykéw
(Rys. 8) [37-40]. Do analogow naturalnych peptydow nalezy tez CAMEL, peptyd
zbudowany z fragmentow melityny i cekropiny, bedacy w trakcie badan

przedklinicznych [41].

32



CAMEL Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Ile-Gly-Ala-Val-
-Leu-Lys-Val--Leu- NH,

demegen P-113 Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-
-Phe-His-NH,
iseganan IB-367 Arg-Gly-Gly-Leu-Cys-Tyr-Cys-Arg-Gly-Arg-Phe-

-Cys-Val-Cys-Val-Gly-Arg-NH,

omiganan MBI-226 Ile-Leu-Arg-Trp-Pro-Trp-Trp-Pro-Trp-Arg-Arg-
-Lys-NH,
pexiganan MSI-78 Gly-Ile-Gly-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Ala-Lys-Lys-

-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Lys-Ile-Leu-Lys-Lys-
-NH,

Rys. 8. Sekwencje aminokwasowe syntetycznych analogdw peptydéw przeciw-

drobnoustrojowych.

Wilasciwe testy mikrobiologiczne in vitro na szczepach klinicznych bakterii 1
grzybéw poprzedzilem testami peptydow na szczepach referencyjnych zgodnie z
procedurami NCCLS. Wstepne badania na szczepach referencyjnych przeprowadzatem
zgodnie z metodami zalecanymi przez NCCLS do oceny aktywnosci s$rodkow
przeciwdrobnoustrojowych analogicznie jak dla temporyny A oraz analogéow (rozdz.
2.1). Z wyjatkiem badan na szczepach klinicznych drozdzakéw Candida, wszystkie
pozostate badania na drobnoustrojach klinicznych zostaty wykonane we wspotpracy ze
specjalistycznymi os§rodkami mikrobiologicznymi.

W ramach tych badan wspolpracowatem z nastgpujacymi osrodkami: Katedra
Mikrobiologii Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Gdansku (AMG), Katedra
Biotechnologii z Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG-AMG, Zaktadem
Mikrobiologii Jamy Ustnej AMG oraz Klinika Choréb Zakaznych w Ankonie (Wtochy)
1 Centrum Medycznym Uniwersytetu w Ohio (USA).

W ramach niniejszej rozprawy interesujacym byto zaproponowanie kilku

kierunkéw badan z wykorzystaniem zsyntezowanych przeze mnie zwiazkow. Na
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podstawie wynikéw aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej zwiazkdw wobec szczepdw
referencyjnych otrzymane peptydy byly badane wielokierunkowo na drobnoustrojach

uzyskiwanych z materiatu klinicznego.

Badania mikrobiologiczne peptydow

We wspolpracy z prof. Ewa Lojkowska z Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG-AMG przebadano dwa peptydy (CAMEL oraz Iseganan) wzglgdem
szczepow klinicznych oraz referencyjnych. W testach porownano aktywno$¢ peptydow
do chemioterapeutyku grupy fluorochinolonéw, cyprofloksacyny. Badania te wykazaty
wysoka skutecznos$¢ przeciwbakteryjna peptydoéw, a uzyskane wyniki MIC 1 MBC, z
wyjatkiem bakterii Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae, byly zblizone do
cyprofloksacyny [42]. W przypadku drobnoustrojow Acinetobacter baumanii oraz
Staphylococcus aureus MRSA syntetyczne polipeptydy znaczaco przewyzszaly
aktywnoscia cyprofloksacyne.

W tym samym laboratorium przeprowadzono badania na patogenach roslin. W
testach wykorzystano peptydy iseganan, CAMEL oraz pexiganan. Doswiadczenia te
udowodnity wysoka skuteczno$¢ peptydéw w hamowaniu infekcji bakteryjnych roslin
[43]. W testach wykorzystano szczepy Pectobacterium carotovorum i Pectobacterium
chrysanthemum powodujacych bakteryjne gnicie roslin uprawnych. Ze wzgledu na
wysoki koszt otrzymywania peptydow, perspektywiczne zastosowanie tych zwiazkow w
prewencji zakazen organizmow ros$linnych, jest znaczaco utrudnione. Tym niemniej
uzyskane wyniki moga zachgca¢ do poszukiwania zwigzkéw o prostszej budowie
chemicznej lub opracowywania przemyslowych metod syntezy peptydéw do ochrony
ro$lin.

Czg$¢ badan wchodzacych w sktad rozprawy habilitacyjnej byla poswigcona
poszukiwaniom zwiazkOw o mozliwie najprostszej budowie chemicznej, ale
zachowujacych aktywno$¢ naturalnych peptydéw. W wyniku przeprowadzonych syntez
otrzymatem dziewig¢ nowych lipopeptydow. Po przebadaniu na szczepach
referencyjnych najaktywniejsze zwiazki (Palm-Lys-Lys oraz Palm-Lys-Lys-NH,)
poddano badaniu na drobnoustrojach klinicznych [36]. Obecnie badania te sa
kontynuowane. Zwiazki te, ze wzgledu na bardzo niski koszt i prostotg¢ otrzymywania,

sa doskonatymi kandydatami na leki.
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Duzy nacisk w trakcie poszukiwania nowych zastosowan dla peptydoéw
przeciwdrobnoustrojowych zostal polozony na leczenie cigzkich zakazen u ludzi. Do
takich naleza m.in. zakazenia drobnoustrojami oportunistycznymi u chorych z
niewydolnoscia jednego lub kilku odporno$ciowych mechanizméw obronnych.
Niedobory odpowiedzi immunologicznej najczgéciej zdarzaja si¢ w przypadku
zaawansowanego zakazenia (np. wirusem HIV), urazu, zabiegu chirurgicznego oraz
stanbw po przeszczepie narzadéw (glownie immunosupresja) lub chemioterapii
nowotworow. Uposledzenie uktadu odporno$ciowego powoduje, ze dotad niepatogenne
(awirulentne) mikroorganizmy moga prowadzi¢ do zakazen zagrazajacych zyciu
pacjenta.

W ramach wspolpracy z prof. Anna Kedzia z Zaktadu Mikrobiologii Jamy Ustnej
syntetyczne peptydy przebadano na drozdzakach z rodzaju Candida wyizolowanych od
pacjentow z zakazeniami jamy wustnej 1 drog oddechowych. W testach
mikrobiologicznych wykorzystalem 34 szczepy nalezace do 6 gatunkow grzybow:
Candida albicans (18), C. tropicalis (3), C. kefyr (2), C. krusei (2), C. parapsilosis (5)
oraz C. glabrata (4). W  badaniach przetestowalem 7  peptydoéw
przeciwdrobnoustrojowych oraz dwa konwencjonalne leki przeciwgrzybiczne,
amfoterycyng 1 nystatyng. Wszystkie badane peptydy dziataly przeciwgrzybiczo.
Najaktywniejszym zwigzkami byly: iseganan, aureina oraz uperyna. Wartosci MIC
uzyskane dla peptydéw byly wyzsze niz dla konwencjonalnych chemioterapeutykow.
Tym niemniej, naturalne pochodzenie tych zwiazkdéw oraz nizsza toksyczno$¢ w
badaniach na komorkach eukariotycznych sa duza zaleta peptydow. Wstgpne wyniki
uzyskane w teScie wywolywania hemolizy oraz wplywu na komorki ludzkie
potwierdzity hipotezg, ze w stezeniach terapeutycznych peptydy te nie dzialaja
toksycznie. Badania dotyczace toksyczno$ci peptydow sa obecnie wykonywane we
wspotpracy z Centrum Onkologii w Gliwicach i nie wchodza w sktad przedstawionej
rozprawy habilitacyjnej. Nowoscia pracy, dotyczacej badania aktywnos$ci
przeciwgrzybicznej peptydow wzgledem drozdzakéw, jest porownanie w jednym
doswiadczeniu oraz zgodnie z zalecanymi wytycznymi dotyczacymi badania tej grupy
mikroorganizméw wielu dotad osobno testowanych peptydow [44]. Badania takie nie
byty dotad prezentowane w literaturze.

W ramach badan in vitro, we wspolpracy z Klinika Chorob Zakaznych w Ankonie
(Wtochy), przeprowadzono testy peptydow na szczepach klinicznych drobnoustrojow

uzyskiwanych od chorych cierpiacych na choroby nowotworowe, zapalenie ptuc,
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infekcje drog moczowych, infekcje narzadow wewngtrznych oraz posiadajacych
zakazone rany chirurgiczne. Badaniami objgto nastgpujace peptydy: citroping, CAMEL,
demegen, pexiganan, temporyng, uperyng. W badaniach wykorzystano kilkaset
szczepéw klinicznych bakterii Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych: Acinetobacter
baumanii (20), Escherichia coli (20), Enterococcus faecalis (42), Pseudomonas
aeruginosa (20), Rhodococcus equi (12), Staphylococcus aureus (30), Staphylococcus
epidermidis (30), Stenotrophomonas maltophila (20). Oznaczanie minimalnego stgzenia
hamujacego wzrost drobnoustrojow (MIC) oraz minimalnego stgzenia bojczego (MBC)
poszerzono o badania kinetyki zahamowania wzrostu oraz badanie synergizmu
badanych peptydow z powszechnie stosowanymi zwiazkami przeciwdrobnoustrojowymi
(FIC). Wszystkie uzyskane wyniki odnoszono do wartosci uzyskanych dla
konwencjonalnych chemioterapeutykow. W zaleznosci od rodzaju drobnoustroju
zastosowano nastepujace zwiazki: amikacyng, ampicyling, amoksycyling, ceftriakson,
cyprofloksacyng, doksycykling, imipenem, linezolid, klarytromycyng, kolistyne,
polimyksyne¢ E, rifampicyng oraz wankomycyne. Badane peptydy wykazywaty bardzo
wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. W wielu testach dzialaly tez
synergistycznie z konwencjonalnymi antybiotykami w ramach terapii skojarzone;j.
Badania kinetyki zahamowania wzrostu dowiodly, ze zwiazki te skutecznie dziataja
bojczo na drobnoustroje w ciagu zaledwie kilku minut. Uzyskane wyniki oraz ich liczba
stanowia podstawe do projektowania nowych lekow na bazie peptydow do
najtrudniejszych zakazen zwiazanych z uposledzeniem odpornosci [45-53].

W badaniach in vitro syntetyczne peptydy, citropina oraz protegryna zostaty
przebadane w tescie konserwacji wg procedury zalecanej przez Farmakopeg Polska VI.
Uzyskane wyniki wykazaly wysoka skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa zwiazkow,
czyniac je potencjalnymi substancjami mogacymi zastapi¢ klasyczne konserwanty [54].

W ramach szeroko prowadzonych badan otrzymane peptydy byly badane pod
katem aktywno$ci w stosunku do pierwotniakow we wspodlpracy z zespolem dr.
Bradforda McGwire (Centrum Medycznym Uniwersytetu w Ohio, USA). O tym, zZe
peptydy przeciwrobnoustrojowe peilnia doniosta role w zwalczaniu infekcji
pierwotniakowych $wiadczy¢ moze fakt, iz enzymy zdolne do degradacji peptydow,
produkowane przez niektore organizmy chorobotworcze sa istotnym czynnikiem
wirulencji. Przykltadem moze by¢ Leishmania, pierwotniak posiadajacy na swojej

powierzchni leiszmanolizyng. Mutanty pozbawione funkcji tego enzymu wykazuja
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znaczng wrazliwo$¢ na peptydy przeciwdrobnoustrojowe, podczas gdy szczep dziki

cechuje si¢ opornoscia [55].

2.4. Badania in vivo peptydow przeciwdrobnoustrojowych

Peptydy w leczeniu sepsy

Na podstawie wynikow testow in vitro, we wspdtpracy z Klinika Chordb
Zakaznych w Ankonie (Wtochy), przeprowadzono pionierskie badania peptydéw pod
katem leczenia zespotu objawoOw wstrzasu septycznego, jednej z gldéwnych przyczyn
umieralno$ci chorych w szpitalnych oddziatach intensywnej terapii. Powiklania
septyczne, rozwijajace si¢ przewaznie po operacji lub urazie, sa powodowane przez
wyselekcjonowana populacj¢ drobnoustrojow opornych na wiele lekéw i stanowia
przyczyng wysokiej liczby zej$¢ $miertelnych wsérdd osob zakazonych. Na $wiecie z
powodu cigzkiej sepsy umiera rocznie ok. 750 tys. ludzi (ponad 1400 os6b dziennie).
Czynnikiem wywolujacym seps¢ sa lipopolisacharydy (LPS), ktore sa gltoéwnym
immunologicznie czynnym elementem strukturalnym $ciany komodrkowej bakterii
Gram-ujemnych.  Dzigki  wysokiemu  powinowactwu  peptydow  przeciw-
drobnoustrojowych do LPS, antybiotyki te sa skutecznym narzedziem hamujacym
rozwQj posocznicy.

W  badaniach dotyczacych leczenia sepsy u zwierzat dos$wiadczalnych
wykorzystano analogi naturalnych peptydow: analog histatyny (demegen), analog
magaininy (pexiganan) oraz analog protegryny (iseganan) [56-60]. Badania wykonano
takze wykorzystujac temporyng, citroping oraz uperyng [61,62]. Doswiadczenia byly
prowadzone za zgoda wiasciwej dla wykonania badan in vivo lokalnej komisji etycznej
Uniwersytetu w Ankonie (Wtochy). Testy wykonywano na szczurach rasy Wistar lub
myszach w trzech podstawowych modelach doswiadczalnych. Szok septyczny zostat
wywolany trzema niezaleznymi metodami: dootrzewnowym podaniem LPS (model 1),
indukcja zapalenia otrzewnej przez bakterie (model 2), poprzez przewiazanie i naktucie
brzegu przeciwkrezkowego katnicy (model 3). W toku prowadzonych doswiadczen w
koncowej fazie badan okreslono odsetek pozytywnych kultur krwi, liczbe bakterii w
ptynie jamy brzusznej, odsetek $miertelnosci oraz zawarto$¢ endotoksyny i czynnika

martwicy nowotworu (TNF) w surowicy.
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Aktywnos¢ zwiazkow w testach in vivo poréwnywano do warto$ci uzyskanych dla
konwencjonalnych antybiotykéw stosowanych w leczeniu sepsy. W badaniach
wykorzystano polimyksyng B, piperacyling i imipenem. Badane zwiazki dorownywaty
lub przewyzszaty aktywno$cia konwencjonalne zwiazki chemiczne, leki uzywane w
leczeniu takich przypadkéw klinicznych jak sepsa. Szczegoélnie dobre rezultaty
uzyskano w leczeniu skojarzonym z zastosowaniem peptydow oraz klasycznych

antybiotykow.

Impregnacja materiatow medycznych peptydami przeciwdrobnoustrojowymi

Badania in vivo prowadzone w ramach tej pracy dotyczyly rowniez testow
zwiazanych z immobilizowaniem fizycznym peptydéw na materiatach medycznych
implantowanym zwierz¢tom doswiadczalnym. Zakazenia zwiazane z wprowadzaniem
do ciata pacjenta wszelkiego rodzajéw implantow stanowia powazny problem kliniczny.
Komplikacje takie dotycza rutynowego uzywania cewnikow, jak i skomplikowanych
przypadkéw zwiazanych z uzupelianiem ubytkdw naczyn krwiono$nych czy
wszczepow zastawek serca. Tworzenie przez drobnoustroje biofilmu uniemozliwia
prawidtowa odpowiedz ze strony uktadu odpornosciowego pacjenta, ale utrudnia tez
prawidtowa terapie farmakologiczna zwiazana z leczeniem tych zakazen. W wigkszos$ci
przypadkéw zakazone materiaty trzeba usunaé z organizmu pacjenta, osobg z infekcja
poddawa¢ intensywnej antybiotykoterapii oraz ponownie wszczepi¢ nowy material.
Dziatanie takie naraza pacjenta na bardzo duze niebezpieczenstwo, czesto prowadzi
takze do zej$¢ $miertelnych.

Badania dotyczace prewencji zakazen drobnoustrojowych zostaly wykonane we
wspotpracy z Klinika Choréb Zakaznych w Ankonie (Wlochy). W badaniach
wykorzystano citroping, temporyn¢ oraz antybiotyki stosowane w lecznictwie,
wankomycyng, rifampicyng, teikoplaning, minocykling oraz linezolid. Szczegolnie
dobre rezultaty osiagnigto w zakazeniach gronkowcowych kojarzac temporyng z
linezolidem, nowoczesnym lekiem z grupy oksazolidynonow oraz temporyng z
peptydem RIP otrzymanym w zespole prof. Naomi Balaban (Szkota Medycyny
Klinicznej Mayo, Rochester, USA) [63-65].
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3. Podsumowanie

Endogenne peptydy przeciwdrobnoustrojowe oraz ich syntetyczne analogi moga
stanowi¢ zrodlo do pozyskiwania nowych, skuteczniejszych antybiotykéw stosowanych
w zakazeniach u czlowieka. Potrzeba ta jest w glownej mierze umotywowana
powstawaniem coraz wigkszej ilosci szczepoOw drobnoustrojow opornych na dziatanie
konwencjonalnych antybiotykdow.

Wyniki otrzymane w niniejszej pracy pokazuja, iz badane zwiazki nie opisane
dotychczas w literaturze (analogi temporyny oraz lipopeptydy) jak i peptydy
wystepujace w przyrodzie oraz ich syntetyczne analogi moga stanowi¢ dobra matryce i
punkt wyjscia do konstrukcji efektywnych oraz bezpiecznych zwiazkéw
przeciwbakteryjnych o szerokim zastosowaniu. Jednocze$nie aktywnos¢ tych zwiazkow
pozwala na perspektywiczne wykorzystanie ich jako nowoczesne konserwanty, badz
srodki ochrony roslin. Przedlozony w ramach rozprawy habilitacyjnej cykl publikacji
prezentuje  wyniki  badan dotyczacych projektowania nowych  substancji
przeciwdrobnoustrojowych oraz szerokiego wachlarza badan mikrobiologicznych
wykonywanych w testach in vitro oraz in vivo. Otrzymane rezultaty udowadniaja
wysoka skuteczno$¢ peptydow w leczeniu nawet tak trudnych przypadkéw jak
powiktania septyczne oraz prewencji zakazen materiatow medycznych. Duza liczba
przebadanych zwiazkéw na szerokim spektrum drobnoustrojow (bakterie Gram-
dodatnie, bakterie Gram-ujemne, grzyby) nie wyklucza tez zastosowania tych peptydow
w innych trudnych przypadkach klinicznych.

Podczas syntezy peptydow po raz pierwszy zdecydowalem si¢ na modyfikacje
drogiego i czasochlonnego procesu, jakim jest oczyszczenie peptydu po syntezie. W
strategii otrzymywania zwiazku peptydowego zastosowalem niewykorzystywana

dotychczas metodg ekstrakcji do fazy statej w chemii peptydow.
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4. WhniosKki

W ramach niniejszej pracy otrzymatem okoto 120 zwiazkow o strukturze
peptydowej. Na drodze syntezy otrzymalem mig¢dzy innymi nie opisane w literaturze
retro-analogi temporyny i krotkie lipopetydy oraz wiele peptydéw pochodzenia

naturalnego i ich analogéw strukturalnych.

1. Dziesig¢ najaktywniejszych zwiazkow przebadalem pod katem ich aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej w testach in vitro oraz in vivo. Wyniki
przeprowadzonych badan jednoznacznie wskazuja na celowos¢ wytypowania tej
grupy zwiazkow do poszukiwania nowych antybiotykow.

2. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydow poddanych badaniu Dbyta
poréwnywalna z konwencjonalnymi antybiotykami, stosowanymi w lecznictwie.

3. Przebadane peptydy dzialaly synergistycznie z antybiotykami konwencjonalnymi.
Aspekt ten jest szczegdlnie wazny i moze by¢ wykorzystywany podczas leczenia
m. in. zespotu objawdw wstrzasu septycznego w terapii skojarzone;.

4. Wytypowane zwiazki do badan szczegdtowych, wykazywaty takze aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa wobec grzybow, szczeg6lnie drozdzakéw, ktore sa
globwna przyczyna zakazen grzybiczych u ludzi. Ponadto zwiazki te zostaty
przebadane wobec patogendéw ro$lin, a wyniki tych prac potwierdzaja mozliwos¢
projektowania na bazie tych zwiazkéw srodkoéw ochrony roslin.

5. Wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydow oraz niska toksyczno$é
powoduje, ze moga one by¢ przydatne réwniez w konserwacji produktow
leczniczych 1 kosmetykow.

6. Dodatkowym, niewatpliwym elementem nowos$ci naukowej, jest takze
zastosowanie metody ekstrakcji do fazy statej (SPE) jako skutecznego sposobu
oczyszczania zwiazkéw peptydowych. Dzigki zastosowaniu tej metody
otrzymywatem wigcej nowych zwiazkéw w krotszym czasie, przy zachowaniu
wysokiej czystosci zwiazku finalnego oraz maksymalnym obnizeniu kosztow
pozyskania czystego peptydu.

7. Zastosowanie techniki immobilizacji fizycznej do tworzenia aktywnych
przeciwdrobnoustrojowo powierzchni implantéw oraz materiatow medycznych

moze znalez¢ w przysztosci zastosowanie w chirurgii rekonstrukcyjnej.
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