Charakterystyka peptydow przeciwdrobnoustrojowych oraz wplyw
modyfikacji chemicznych na modulowanie ich aktywnosci biologicznej

STRESZCZENIE

ednym z wyzwan, przed ktérym stoi wspolczesna nauka jest przezwyciezenie wzrastajacej

opornosci drobnoustrojéw na dostepne antybiotyki. Stale rosnaca potrzeba poszukiwania
nowych preparatéw leczniczych o mechanizmach dzialania innych niz te dotychczas pozna-
ne wynika z powszechnego zjawiska lekoopornosci wsréd chorobotwérczych mikroorgani-
zmoéw. Przykladem rozwiazania tego problemu moze byé wykorzystanie peptydow przeciw-
drobnoustrojowych (AMP, ang. Antimicrobial Peptides) jako nowych modeli antybiotykow,
ktore charakteryzuja sie m.in. szerokim zakresem aktywnosci biobdjczej. W niniejszej pracy
przedstawiono ogodlna charakterystyke peptydéw zaliczanych do AMP, a takze role chemicz-
nych modyfikacji w modulowaniu ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.

WPROWADZENIE

Obserwowany wzrost antybiotykoopornosci jest obecnie jednym z gtéwnych
problemoéw zagrazajacych populacji ludzkiej. Nieodpowiednie stosowanie oraz
naduzywanie dostepnych preparatéw sprawilo, ze ich skutecznosc¢ ulegta znacz-
nemu ostabieniu przez pojawienie si¢ coraz wigkszej liczby opornych drobno-
ustrojow [1]. Wspélczesni naukowcy na szeroka skale prowadza badania majace
na celu opracowanie skuteczniejszych srodkéw terapeutycznych oddziatujacych
na patogenne organizmy wedlug mechanizméw obronnych wystepujacych w
naturze [2,3]. W ostatnich latach zainteresowanie preparatami peptydowymi
znacznie wzrosto ze wzgledu na ich wiasciwosci, takie jak wysoka selektywnos¢,
skutecznos$¢ dziatania wzgledem mikroorganizméw i biokompatybilnosé [4].
Potwierdzaja to najnowsze doniesienia informujace, ze Amerykariska Agencja
Zywnodci i Lekéw (US-FDA, ang. United States Food and Drug Administration)
zatwierdzila ponad 239 lekéw biatkowych i peptydowych [5,6], ktére stanowia
okoto 10% wszystkich farmaceutykéw dostepnych na rynku [7,8].

PEPTYDY O WEASCIWOSCIACH PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH

Obiecujacym sposobem na przezwyciezenie problemu lekoopornoéci mikro-
organizmow jest wykorzystanie peptydéw przeciwdrobnoustrojowych, ktére
wykazuja aktywnos$¢ wobec szerokiej gamy bakterii Gram-dodatnich, Gram-
-ujemnych, wiruséw i grzybéw. Ponadto, czeé¢ z nich posiada zdolnosé neu-
tralizacji toksyn bakteryjnych, hamowania reakcji prozapalnych i procesow
powstawania biofilmu oraz przyspiesza gojenie ran [9]. AMP sg réznorodna
strukturalnie grupa zwiazkéw zbudowanych z 10-50 reszt aminokwasowych.
Wypadkowy tadunek mieszczacy sie w przedziale od +2 do +9 wynika z obec-
nosci reszt L-argininy, L-lizyny i/lub L-histydyny w taficuchu peptydowym.
Dodatni tadunek oraz amfipatycznoéé odgrywaja istotng role w oddziatywaniu
AMP z patogenami [10,11].

W organizmach zywych synteza peptydow przeciwdrobnoustrojowych moze
przebiegac¢ na dwa sposoby: poprzez rybosomalng translacje mRNA zachodzaca
we wszystkich organizmach oraz nierybosomalna synteze peptydéw przepro-
wadzang gtéwnie przez bakterie. Pomimo szerokiego zastosowania AMP otrzy-
manych na drodze syntezy nierybosomalnej (antybiotyki na bazie polimyksyn i
gramicydyny S), naukowcy coraz wieksza uwage skupiaja na produktach syn-
tezy rybosomalej ze wzgledu na ich istotny udziat w stymulowaniu odpornosci
wrodzonej oraz szereg wlasciwosci terapeutycznych [12]. Przez ostatnie dwie
dekady zidentyfikowano ponad 3000 naturalnych zwiazkéw o aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej wyizolowanych z réznych organizméw (Ryc. 1).

Odpornosé kregowcéw wynika z dwéch uzupetniajgcych sie mechanizmow:

wrodzonego i nabytego. Pierwszy uruchamiany jest najwczesniej i chroni orga-
nizmy przed chorobotwérczymi patogenami przez m.in. obnizenie pH kwasu
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kie biatko wydzielnicze Slinianek przyusznych
(ang. BPI fold-containing family A member
2), CAMP - kationowe peptydy przeciwdrob-
noustrojowe (ang. cationic antimicrobial pep-
tides), CDI - 1,1’-karbonylodiimidazol, CMC
- krytyczne stezenie micelarne (ang. critical
micellar concentration), LTP - biatka zaan-
gazowane w transport lipidow (ang. plant
nonspecific lipid transfer proteins), MIC - mi-
nimalne stezenie hamujace (ang. minimal inhi-
bitory concentration), NOH-Val - N-metylo-
-3-hydroksywalina, Pip - kwas piperazynowy
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Rycina 1. Organizmy, z ktérych wyizolowano peptydy przeciwdrobnoustrojowe
zidentyfikowane do lipca 2019 r. Sporzagdzono na podstawie [13].

zoladkowego, ruch rzesek umozliwiajacy usuniecie drob-
noustrojow z drég oddechowych, a takze produkcje ko-
dowanych genetycznie peptydéw o aktywnosci biobojczej
[14]. Duza grupa AMP zostala wyizolowana z ryb, plazéw
i ssakéw, a ich najwieksza iloé¢ zaobserwowano w fagocy-
tach, neurofilach, makrofagach i wydzielinach komérek na-
btonkowych [12,13,15,16]. Jedna z najistotniejszych rodzin
zwiazkéw o aktywnosci biobdjczej sa defensyny ze wzgle-
du naich kluczowy udziat w modulowaniu odpowiedzi im-
munologicznej organizmu gospodarza. Poprzez ich bezpo-
$rednig interakcje z komoérkami uktadu odpornosciowego,
zwiazki te moga nasladowac funkcje chemokinin, a takze
odpowiadac za ich produkcje zwigkszajac tym samym licz-
be leukocytéw i limfocytéow wysylanych prosto do zakazo-
nego miejsca [17].

Defensyny sa amfipatycznymi peptydami przeciwdrob-
noustrojowymi bogatymi w reszty aminokwaséw zasado-
wych oraz L-cysteiny, wystepujacymi w organizmach zwie-
rzecych i rodlinnych. Ich aktywnos¢ biobdjcza skierowana
jest wzgledem szerokiej gamy bakterii Gram-dodatnich,
Gram-ujemnych i grzybow. Wyrézniamy trzy klasy defen-
syn: a-, B- i 0-, ktére rézniq sie miedzy soba topologia most-
kow disulfidowych (Ryc. 2) [18]. Pierwsze z nich powstaty
z B-defensyn przez duplikacje genéw w czasie ewolucji pta-
kow i niektoérych ssakéw, a rézne ulozenie mostkéw -S5-S-

odréznia obie te klasy od siebie [19]. Najbardziej znanymi
a-defensynami sg: HNP1-4 (ang. Human Neutrophil Peptide
1-4) produkowane gléwnie w tozysku, szyjce macicy i blo-
nie §luzowej jelit, zwiazki HD5 (ang. Human Defensin 5) i
HD6 wystepujace w gruczotach élinowych, écianie przewo-
du pokarmowego, moczowego i §luzéwce oka oraz NP5
(ang. Neutrophil Peptide 5) obecny w komoérkach Panetha
[20]. Kilkukrotna duplikacja genéw ssakéw sprawila, ze
B-defensyny stanowig najbardziej zré6znicowana klase AMP.
Udowodniono, ze zwiazki te ksztaltowaly sie najdluzej w
toku ewolucji, poniewaz ich obecnoé¢ wykryto w materia-
le genetycznym wszystkich dotychczas sklasyfikowanych
kregowcow [19]. Przedstawicielami ludzkich f-defensyn sa
HBD1-4 (ang. Human p-Defensin 1-4) zlokalizowane miedzy
innymi w blonach §luzowych jamy nosowej i ustnej, osoczu,
gruczotach slinowych i mlekowych, przewodzie pokarmo-
wym, drogach moczowych, moczu, niektérych narzadach
wewnetrznych i w skérze [20]. Do najpézniej odkrytych
naleza O-defensyny [19,21], do ktérych zaliczane sa pepty-
dy RTD1-3 (ang. Rhesus 0-Defensin 1-3) wystepujace tylko
u malp Macaca mulatta [20,22]. Defensyny wykazuja szero-
kie spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej biorac
czynny udzial w obronie immunologicznej organizmoéw,
np. ludzka a-defensyna HD5 skutecznie eradykuje zakaze-
nia wywolane przez Salmonella typhimurium i Staphylococcus
aureus [18], a RTD-1 wykazuje dzialanie biobdjcze wzgle-
dem Escherichia coli [22].

U roslin AMP odgrywaja niezwykle istotna role w od-
pornosci wrodzonej uczestniczac w ich ochronie przed
drobnoustrojami, poniewaz organizmy te nie produkuja
limfocytow B ani T [23]. Peptydy przeciwdrobnoustrojo-
we znajduja sie we wszystkich gatunkach roslin, a ich ce-
cha charakterystyczng jest obecnos$é reszt L-cysteiny (od
dwoch do szedciu) i kilku mostkéw disulfidowych, ktére
przyczyniaja sie do zachowania zwartej struktury, a takze
zapewniaja odpornosc¢ proteolityczna i chemiczna [23]. Pod
wzgledem budowy roslinne AMP niewiele réznig sie od
peptydéw pozyskanych z organizméw zwierzecych. Wy-

a-defensyny

HNP-1 A C Y RIPA  C IAGERRYGT IYQGRLWAF C C
HNP-2 cC Y RIPA  C IAGERRYGT IYQGRLWAF C C
HNP-3 D C Y RIPA ' C IAGERRYGT IYQGRLWAF C C
HNP-4 VvV C S RLVF 'C RRTELRVGN LIGGVSFTY '€ C TRVD
HD-5 AT C Y RTGR C ATRESLSGV EISGRLYRL € C R
HD-6 AFT C H RR-S 'C YSTEYSYGT TVMGINHRF € C L
B-defensyny
HBD-1 DHYN € VSSGGQ LYSA C PIFTKIQGT YRGKAK '€ € K
HBD-2 DPVT C LKSGAI HPVFC PRRYKQIGT GLPGTK € € KKP
HBD-3 QKYY '€ RVRGGR AVLS 'C LPKEEQIGK STRGRK '€ '€ RRKK
HBD-4 LDRI € GYGTAR RKK [€ RSQEYRIGR PNTYA € € LRKWDESLLNRTKP
6-defensyny
RTD-1 GF C R L € RRGV C R C TR
RTD-2 GV C R L '€ RRGV € R C RR
RTD-3 GF C R | C TRGF C R C TR

Rycina 2. Sekwencje ludzkich oraz 0-defensyn z zaznaczona topologia mostkéw disulfidowych.
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Rycina 3. Schemat mechanizméw dezintegracji blon komérkowych przez AMP: a) model typu klepek beczki; b) model dywanowy; c) model toroidalny. Kolorem niebie-
skim oznaczono ugrupowania hydrofobowe, a kolorem czerwonym - hydrofilowe. Sporzadzono na podstawie [11].

padkowy tadunek dodatni oraz amfipatycznosé determinu-
ja ich charakter membranolityczny, a takze odpowiadaja za
nadanie im funkcji ochronnych. Cechy te wykazuja dotych-
czas najdokiadniej przebadane rodziny naturalnych AMP:
tioniny, defensyny i cyklotydy wystepujace m.in. w liSciach
i nasionach [13,24]. Pierwsze z nich sa niskoczasteczkowy-
mi peptydami przeciwdrobnoustrojowymi zawierajacymi
od 45 do 47 reszt aminokwasowych w taficuchu. Wyréznia
sie¢ dwie podgrupy tionin: 8c - posiadajace osiem reszt L-
-cysteiny w sekwengji i tworzacych cztery mostki disulfido-
we, a takze 6¢ posiadajace takich reszt szes¢ i odpowiednio
trzy wigzania -S-S-. Do grona tych AMP nalezy purotionina
wykazujaca aktywnos¢ wzgledem Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas phaseoli, Xanthomonas campestris oraz Erwinia
amylovora [25]. Kolejna grupa sa defensyny zaliczane do
kationowych peptydéw o aktywnosci litycznej, w ktérych
reszty L-cystein polaczone sa 4-5 mostkami disulfidowymi
[25]. Pozytywny wplyw roslinnych defensyn na elimina-
¢je ludzkich patogenéw wykazuja dwa peptydy: MsDefl
i MtDef4 wyizolowane z lucerny (Medicago sativa), ktore
wstrzymuja wzrost Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Listeria monocytogenes oraz Helicobacter pylori
[26]. Ostatnia grupa zwana cyklotydami obejmuje pepty-
dy pochodzenia rodlinnego zbudowane z okoto 30 reszt
aminokwasowych i charakteryzujace si¢ unikalna budowa
strukturalng. Sg one cyklicznymi polipeptydami, w ktérych
sze$¢ konserwatywnych reszt L-cysteiny tworzy trzy most-
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ki disulfidowe ulozone w tzw. motyw wezla cysteinowego
[27]. Do reprezentantéw tej grupy naleza kalata B1 oraz cyr-
kulina-A, ktére najwieksza aktywnos¢ wykazuja przeciwko
Staphylococcus aureus [27]. Przykladem zwiazkéw o mecha-
nizmie dzialania odmiennym od AMP zwierzecych sa pep-
tydy heweinowe (ang. hevein-like peptides) wiazace chityne,
peptydy o strukturze wezla (ang. knottin-type) hamujace
aktywnos¢ enzymatyczng, a takze wykazujace zdolnosé do
zakl6cania pracy biatek zaangazowanych w transport lipi-
déw (LTP, ang. plant nonspecific lipid transfer proteins) unie-
mozliwiajgc tym samym przenikanie drobnoustrojéw przez
blony komérkowe [25,28].

Bezkregowce, podobnie jak rosliny, nie posiadaja odpor-
noéci swoistej, dlatego przed szkodliwym dziatlaniem mi-
kroorganizméw chroni je wrodzony uktad odpornosciowy.
W organizmach tych AMP obecne s w hemolimfie, krwin-
kach biatych i czerwonych oraz komérkach nablonkowych
[29]. Szereg bezkregowcéw morskich (krewetki, kraby,
ostrygi) wytwarza AMP na drodze konstytutywnej ekspre-
sji gendéw, czyli poprzez ciagla transkrypcje i translacje bia-
tek i peptydéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [13].
Najlepiej poznana rodzing AMP wyizolowanych z owadoéw
sa cekropiny A i B posiadajace aktywnosc lityczng wzgle-
dem Fusarium oxysporum i Aspergillus fumigatus. Steiner ze
wspotpracownikami wyizolowat je z émy Hyalophora cecro-
pia, zsekwencjonowat i scharakteryzowat w 1981 roku jako
pierwszy [30]. Udowodniono takze, ze AMP wyizolowane
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z organizmoéw bezkregowcoéw wykazuja rowniez dziatanie
grzybobodjcze: dermaseptyny wzgledem Aspergillus flavus i
Aspergillus fumigatus, natomiast Skin-PYY i magaininy prze-
ciwko Candida albicans [31,32]. Z kolei kraby podkowiaste
produkujg miedzy innymi tachyplesyne, ktéra wykazuje
silne dziatanie biobdjcze wzgledem opornych szczepéw
bakterii (Escherichia coli, Staphylococcus aureus) [33] i grzy-
béw (Candida neoformans) [34] oraz pelipemuzyne dodatko-
wo hamujaca infekcje wywolane wirusem HIV [13,35,36].

Wnikanie AMP do wnetrza komoérek bakteryjnych moze
przebiega¢ na drodze zréznicowanych mechanizméw. W
wiekszosci przypadkéw zachodzi dezintegracja bton ko-
moérkowych mikroorganizméw w procesie lizy poprzez
wystepowanie oddziatywan elektrostatycznych i hydrofo-
bowych pomiedzy dodatnio naladowanymi fragmentami
reszt L-argininy i/lub L-lizyny, a obszarami blon bakte-
ryjnych obdarzonymi fadunkiem ujemnym. W przypadku
bakterii Gram-dodatnich fadunek ten pochodzi od kwaséw
tejchojowych potaczonych z peptydyloglikanem lub bto-
na plazmatyczna. Grupy fosforanowe bedace elementem
struktury opisywanych kwaséw odpowiadaja za wypad-
kowy tadunek ujemny. Natomiast fosfolipidy i lipopoli-
sacharydy znajdujace sie w zewnetrznej otoczce bakterii
Gram-ujemnych determinujg silnie ujemny tadunek ich
powierzchni. Wyréznia sie trzy gtéwne modele przenikania
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych przez zewnetrzne
otoczki drobnoustrojéow: klepek beczki, dywanowy i toro-
idalny [37] (Ryc. 3).

Model klepek beczki (Ryc. 3a) opiera sie na oddziatywa-
niu amfipatycznych peptydéw o strukturze a-helikalnej z
blona bakteryjna z utworzeniem kanatéw transblonowych
lub poréw z hydrofilowymi fragmentami skierowanymi do
ich wnetrza. Powoduje to wbudowanie sie¢ AMP w szkielet
lipidowy membrany w pozycji wertykalnej oraz zaklécenie
potencjatu transblonowego i gradientu jonéw. W wyniku
tych zjawisk zostaje zahamowana synteza ATP oraz wzra-
sta przepuszczalnosé blony prowadzac do obrzeku komo-
rek i osmolizy. Wielko$¢ poréw oraz ich efektywnosé zaleza
od liczby monomeréw AMP, ktéra z kolei jest warunkowa-
na przez stezenie peptydu [38,39].

Pierwszy etap mechanizmu dywanowego (Ryc. 3b) po-
lega na zwiazaniu peptydu z blona i utworzeniu na jej po-
wierzchni ,dywanu”. Lanicuchy peptydowe ukladaja sie na
zewnatrz membrany w taki sposéb, aby ich regiony hydro-
filowe byly zwrécone w strone hydrofilowych fragmentéw
fosfolipidéw, a hydrofobowe w strone rdzenia btony. W
wyniku obecnosci oddzialywan elektrostatycznych dodat-
nio naladowane fragmenty taficucha peptydowego AMP
tacza sie z fosfolipidami wykazujacymi tadunek ujemny,
dochodzi do ograniczenia przepuszczalnosci blony przez
strukture peptydowego dywanu, a nastepnie membrana
ulega zniszczeniu tworzac ostatecznie struktury micelarne
[40].

W modelu toroidalnych poréw (Ryc. 3c) AMP agreguja
na powierzchni dwuwarstwy lipidowej powodujac jej zagi-
nanie do wewnatrz. Hydrofilowe regiony faricucha pepty-
dowego wiaza sie z polarnymi glowami lipidéw membra-
nowych prowadzac do dezintegracji blony i utworzenia po-
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réw o wiekszych rozmiarach niz w modelu klepek beczki
[41].

PRZYKEADY CHEMICZNYCH MODYFIKAC]JI AMP

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe pomimo swoich licz-
nych zalet posiadaja rowniez wiele ograniczeni zwigzanych
z ich zastosowaniem. Wysokie koszty otrzymywania oraz
niska biodostepnos¢ przyczynity sie do projektowania syn-
tetycznych analogéw zawierajacych sekwencje kluczowsa
dla dziatania przeciwdrobnoustrojowego lub bazujacych na
natywnych AMP. Wszystkie dotychczas zaproponowane
zmiany obejmowaly modyfikacje w obrebie taricucha pep-
tydowego lub faricucha bocznego reszt aminokwasowych
obecnych w sekwencji. Wprowadzenie reszt D-aminokwa-
sowych, lipidacja oraz cyklizacja przyczynily sie do popra-
wy selektywnosci, zwigkszenia stabilnosci metabolicznej
oraz aktywnosci biobdjczej [18,42].

NIENATURALNE AMINOKWASY

Jedna z najczesciej stosowanych modyfikacji AMP jest
zamiana reszt L-aminokwaséw na izomery D. Grupa ba-
dawcza pod kierownictwem prof. Zhao wyizolowala z osy
Polybia paulista peptyd MPI (IDWKKLLDAAKQIL-NH,)
wykazujacy aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec
bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz grzybéw
[43]. W celu polepszenia stabilnosci zwigzku i majac na
uwadze specyficznos¢ substratowa trypsyny, ktéra kata-
lizuje hydrolize wigzania peptydowego wystepujacego w
sekwencji po resztach L-lizyny i L-argininy, naukowcy za-
projektowali dwa analogi peptydu MPI: jeden zbudowany
wylacznie z reszt D-aminokwasowych (D-MPI), a drugi
podstawiony tylko resztami D-lizyny (D-Lys-MPI, IDW-D-
-Lys-D-Lys-LLDAAKQIL-NH,). Wyniki badart dowiodly,
ze obydwa analogi byly odporne na proteolize, ale tylko
D-MPI wykazywal aktywno$¢ bojcza na poziomie zblizo-
nym do formy natywnej [13]. Kolejnym przyktadem pozy-
tywnego wplywu insercji nienaturalnych reszt aminokwa-
sowych jest peptyd D-magaininowy (GIGKFLHSAKKFG-
KAFVGEIMNS) [18]. Pomimo braku poprawy aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej analog ten byt wysoce odporny
na degradacje proteolityczna i nie wykazywat aktywnosci
hemolitycznej [18]. Dodatkowo udowodniono, ze potacze-
nie wykorzystania dodatnio natadowanych reszt L-argi-
niny z aminokwasami niebiatkowymi jak, np. L-ornityna
(zamiast L-lizyny) réwniez powoduje obnizenie podatnosci
powstatych analogéw na proteolize [44]. Ye z grupa badaw-
czg w swoich badaniach skupili si¢ na utworzeniu analogéw
naturalnie wystepujacego peptydu GL13-NH, (GQIINLKA-
SLDLL-NH,, tadunek +1) wyizolowanego z biatka BPIFA2
obecnego w $linie ludzkiej, niewykazujacego aktywno-
Sci bakteriobojczej. W wyniku syntezy otrzymano peptyd
GL13K (GKIKLKASLKLL-NH,), w ktérym reszty kwasu
asparaginowego, asparaginy i glutaminy podstawiono
reszta L-lizyny uzyskujac tym samym tadunek +5 oraz wia-
Sciwosci przeciwdrobnoustrojowe, a takze jego D-enancjo-
mer. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw udo-
wodniono, ze L-GL13K skutecznie eliminowatl zakazenie
wywolane bakteriami Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli i Streptococcus gordonii oraz redukowat powstaly biofilm
pierwszej z nich. Natomiast otrzymane wartosci MIC (ang.
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Rycina 4. Wzory strukturalne peptydéw a) P9Nal(SS), b) P9Trp(SS), c) P9Nal(SR).

Minimal Inhibitory Concentration) pokazaly, ze D-GL13K wy-
kazywatl znacznie wigkszg aktywnos$¢ wzgledem bakterii
Gram-dodatnich (Enterococcus faecalis, Streptococcus gordo-
nii) [45,46]. Z kolei Oliva ze wspotpracownikami w swojej
pracy badawczej skupili sie na syntezie trzech peptydéw:
PONal(SS), P9Trp(SS) i PONal(SR) (Ryc. 4) o wlasciwosciach
zblizonych do naturalnie wystepujacych kationowych pep-
tydéw przeciwdrobnoustrojowych (CAMP) lecz zawiera-
jacych w swoich sekwencjach nienaturalne aminokwasy
(3-(2-naftylo)-L-alanine i dwie pochodne L-cysteiny z chro-
nionymi grupami tiolowymi (w postaci tioeteru (Cys(tBu))
oraz disulfidu (Cys(S-tBu))), a jako grupy kontrolnej uzyli
peptyd (P)GKY20 [47]. Zabieg ten mial na celu ulepszenie
stabilnosci zwiazkéw w érodowisku proteaz bakteryjnych,
a tym samym zwiekszenie ich aktywnosci i wydluzenie
okresu péttrwania in vivo. Przeprowadzone testy stabilno-
§ci w surowicy wykazaly, ze analogi te cechuja sie wieksza
odpornoscig niz naturalne CAMP. Po szesnastogodzinnej
inkubacji peptyd P9Nal(SR) stracil aktywnosé, podczas
gdy pozostate dwa zwiazki w pelni zachowaly swoje wta-
sciwosci. Analog P9Nal(SS) jest najbardziej hydrofobowy
spoéréd badanych, natomiast P9Trp(SS) i PO9Nal(SR) po-
siadaja poréwnywalny stopiert hydrofobowosci. Grupa we
wczedniejszych badaniach udowodnifa, Zze wzrost hydro-
fobowosci skutkuje zwiekszona aktywnoscia wzgledem
bakterii Gram-dodatnich. Ponadto, szczepy Staphylococcus
aureus w celach ochronnych wydzielaja proteazy takie jak
aureolizyny, stapopainy A i stapopainy B, ktore sg odpor-
ne na AMP gospodarza. Na tej podstawie wykazano, ze
peptyd PONal(SS) ze wzgledu na wiekszg hydrofobowos¢
i nizszg wrazliwos¢ na proteazy przejawiat wieksza aktyw-
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noéc¢ biobdjcza wzgledem bakterii Gram-dodatnich (Bacillus
subtilis spizizenii, Staphylococcus aureus, MRSA), natomiast
analogi P9Trp(SS) i PONal(SR) dziataly silniej wobec bakte-
rii Gram-ujemnych (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa).
Kontrargumentem dla pozytywnych wynikéw badar mi-
krobiologicznych zwiazku P9Nal(SS) jest jego udowodnio-
na cytotoksycznoé¢ wynikajaca prawdopodobnie z wyzszej
hydrofobowosci oraz odpornosci enzymatycznej [47].

LIPIDACJA

Jedna z wazniejszych modyfikacji potranslacyjnych jest
lipidacja, ktéra poza regulowaniem funkcji peptydéw i
biatek, powoduje takze zwiekszenie ich powinowactwa
do blon komoérkowych. Zastosowanie zaprojektowanych
analogéw warunkowane jest przez ilos¢ i rodzaj przylas-
czonych kwaséw ttuszczowych (nasycone lub nienasyco-
ne, pojedynczo lub wielokrotnie) oraz dtugosc¢ tanicuchéw
weglowych [48]. Wlaczenie grup lipidowych do taficuchéw
peptydowych pozwala m.in. na zmiane rozpuszczalnosci
w wodzie nowo zsyntezowanych zwiazkéw, ich zdolnosci
do samoorganizacji czy stabilnosci termicznej [49-51]. Majac
to na uwadze zaprojektowano grupe polilizynowych lipo-
peptydéw o krétkich sekwencjach potencjalnie wykazuja-
cych aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec bakterii
Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermidis, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis), Gram-ujem-
nych (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa) i grzybow (Candida albicans, Candida
tropicalis 1 Aspergillus brasiliensis) [52]. Zsyntezowane analo-
gi réznily sie dlugoscia laricucha weglowego (od o$miu do
szesnastu atomoéw wegla) i wartosciag wypadkowego tadun-
ku dodatniego. Udowodniono, Zze koniugaty zawierajace
reszte kwasu palmitynowego (C -KK-NH,, C -KKK-NH,,
C,,KKKK-NH,, C,-KGK-NH,, Clﬁ—KGKG—NHZ) oraz reszte
kwasu mirystynowego (C,,-KK-NH,, C,,-KKK-NH,) wyka-
zywaly najwyzsza aktywnos¢ bakteriostatyczna oraz bak-
teriobdjcza wzgledem wszystkich sprawdzanych szczepéw.
Ponadto wykazano, ze analog C, -KKKK-NH, jako jedyny z
catej puli zwigzkéw posiada aktywnosé przeciwgrzybicza
[52]. Aktywnos¢ lipopeptydéw wzgledem bakterii i grzy-
béw zaobserwowano réwniez w badaniach prowadzonych
przez Armasa i wspotpracownikéw [53]. Stworzyli oni bi-
blioteke kationowych peptydéw zbudowanych z 4-6 reszt
aminokwasowych i bogatych w reszty L-argininy, ktére
w N-konicowym fragmencie taficucha peptydowego pola-
czone sg z kwasami ttuszczowymi o réznej liczbie atomoéw
wegla (C,-C ). W toku badan autorzy okreslili, iz sekwen-
cja RFWR jest kluczowa w modulowaniu aktywnosci bio-
bojczej i na tej podstawie wybrane zostaly zwigzki wioda-
ce. Nastepnie wyznaczajac wartosci MIC udowodnili, ze
obecnosc reszty kwasu laurynowego w czgsteczce poteguje
dzialanie przeciwdrobnoustrojowe wzgledem wszystkich
badanych szczepéw bakterii (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia ceno-
cepacia). Przeprowadzone eksperymenty pozwolily wyty-
powac¢ dwa koniugaty: C -RIWR-NH, oraz C _-RRIWRR-
-NH, jako najbardziej aktywne wzgledem patogennych
mikroorganizméw, a w szczegdlnosci bakterii Gram-do-

5



datnich oraz ich antybiotykoopornym szczepom [53]. Te-
matem lipopeptydéw o kroétkich laficuchach bogatych w
reszty L-argininy zainteresowala si¢ rowniez Sikorska ze
wspodtpracownikami [54]. Badacze w swojej pracy skupili
sie na grupie syntetycznych tetrapeptydow: C,-RRRR-NH,,
C,,-RRRR-NH,, C ,-RRRR-NH,, C, -PRRR-NH, o potencjal-
nych wlasciwosciach terapeutycznych. Przeprowadzone te-
sty mikrobiologiczne dowiodly, ze wszystkie z koniugatéw
wykazywaly aktywnos$¢ w zakresie stezert MIC 1-128 pg/
mL ze szczegélnym uwzglednieniem wysokiej aktywnosci
przeciwko Staphylococcus epidermidis. Dodatkowo, skrocenie
taficucha weglowego kwasu tluszczowego powoduje spa-
dek aktywnosci hemolitycznej i spowalnia wzrost bakterii
Gram-dodatnich. Dla wszystkich analogéw z wyjatkiem
C,,-PRRR-NH, wartoéci MIC byly znacznie nizsze w po-
réwnaniu do krytycznego stezenia micelarnego (CMC, ang.
critical micellar concentration), co wskazuje na ich wieksza
aktywnos¢, efektywniejsze ingerowanie w strukture blon
bakteryjnych oraz zwiekszenie selektywnosci [54]. Poza
dzialaniem bakterio- i grzybobéjczym lipidowe koniuga-
ty peptydowe réwniez wykazuja zdolnoé¢ do eradykacji
biofilmu bakteryjnego, ktory stanowi wieksze zagrozenie
anizeli formy planktonowe mikroorganizméw [55]. Takie
wlasciwosci posiada miedzy inmymi cykliczny syntetycz-
ny lipopeptyd CLP-4 otrzymany z fusaricydyny - $rodka
przeciwgrzybiczego, ktéry skutecznie eliminuje komoérki
form planktonowych Streptococcus mutans oraz te obecne
w wytworzonym biofilmie [56]. Wyniki opisanych badan
dowodza, ze mechanizm dzialania lipopeptydu jest zalezny
od jego stezenia. Naukowcy przypuszczajg, ze przy niskich
warto$ciach CLP-4 skutecznie ingeruje w procesy komor-
kowe wstrzymujac tym samym namnazanie si¢ bakterii,
natomiast w miare wzrostu stezenia dochodzi do $mierci
mikroorganizmu przez zaklécenie integralnosci btony ko-
moérkowej. Ponadto, lipopeptyd cechuje sie wysoka stabil-
noscia oraz niska cytotoksycznoscia, zatem mozliwe jest
jego realne wykorzystanie w profilaktyce i leczeniu m.in.
préchnicy zebéw [55,56].

Dtugosc taricucha weglowego kwasu ttuszczowego zwia-
zanego z czasteczka peptydu w gléwnej mierze moduluje
jego wlasciwosci antymikrobiotyczne. Zaklada sie, ze do
dzialania wzgledem bakterii Gram-dodatnich wymagane

a) b) <) d)
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Rycina 5. Rodzaje cyklizacji tancucha peptydowego z utworzeniem wigzania
amidowego: a) glowa-ogon, b) pomiedzy N-koricem a grupa funkcyjng w tan-
cuchu bocznym, c¢) miedzy C-koricem a grupa funkcyjng w taricuchu bocznym,
d) pomiedzy grupami funkcyjnymi zlokalizowanymi w tancuchach bocznych
reszt aminokwasowych; symbolem R' oznaczono grupe aminowg, natomiast R?
- grupe karboksylowa.

sg dwie reszty metylenowe natomiast w przypadku bakterii
Gram-ujemnych musi ich by¢ znacznie wiecej. Zatem hy-
drofobowos¢ czesci lipidowej peptydu odpowiada za jego
powinowactwo do blony komérkowej drobnoustrojéw oraz
zaklécenie integralnosci jej struktury. Natomiast amfifilo-
wos¢ kationowych lipopeptydéw warunkuje dwie istotne
wlasciwodci: ich asocjacje i oligomeryzacje. Dzieki temu
lipidowe koniugaty wykazuja znacznie wigksza stabilnoé¢
i odpornoé¢ proteolityczna [55]. Wyniki przeprowadzo-
nych dotychczas badari dowodza, jak relacja wtasciwosci
hydrofilowo-hydrofobowych wptywa na efektywnosé¢ w
zwalczaniu drobnoustrojéw.

CYKLIZACJA

Znane sg cztery rodzaje cyklizacji taricucha peptydowego
naturalnych AMP: pomiedzy N- i C-koficowym fragmentem
taficucha (tzw. cyklizacja glowa-ogon), N- lub C-koricem
taficucha peptydowego, a grupa funkcyjna zlokalizowana
w laficuchu bocznym jednego z aminokwaséw obecnych
w sekwencji oraz w obrebie samych laricuchéw bocznych
(Ryc. 5). Efektem tych proceséw jest poprawa stabilnosci
peptydu, co przeklada sie na wiekszg odpornosé na degra-
dacje w wyniku dzialania enzyméw proteolitycznych.

Tabela 1. Poréwnanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej pochodnych pargamycyny [59]

MIC [pg/mL]
PRG-A

Mikroorganizm

PRG-D Wankomycyna

E. faecalis VRE 1 8

0,5 8 >128

B. subtilis 1 8

1 32 0,25

C. bovis 1 8

0,5 16 0,125

>64 >64 >128

>64 >64 >128

>64 >64 >128

S. dysenteriae >64 >64
P. vulgaris >64 >64
S. marcescens >64 >64
K. pneumoniae >64 >64
6

>64 >64 >128
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Wykorzystujac te zalete zaprojektowano dwa peptydy
bogate w reszty L-argininy i L-tryptofanu (RRWWRF-NH,),
z ktérych tylko jeden poddano reakcji cyklizacji [57]. Udo-
wodniono, ze cykliczny peptyd wykazywat wieksza aktyw-
nos¢ przeciwdrobnoustrojowa wzgledem szczepéw Esche-
richia coli i Bacillus subtilis, a jego dzialanie bylo bardziej
selektywne niz peptydu liniowego. Hashizume ze wspot-
pracownikami skupili si¢ w swoich badaniach na odkryciu
antybiotykow dzialajacych zaréwno na szczep Staphylococ-
cus aureus odporny na metycyline, jak i Enterococcus faecalis
niewrazliwy na wankomycyne (Van) [58,59]. W toku prac
badawczych z bulionu fermentacyjnego glebowego szcze-
pu Actinomycete Amycolatopsis sp. wyizolowali cykliczny
peptyd (pargamycyne A (PRG-A)) zbudowany z N-mety-
lo-3-hydroksywaliny (NOH-Val), kwasu 4-hydroksypipe-
razyny (4-OH-Pip), sarkozyny, L-fenyloalaniny, N-hydrok-
syizoleucyny i kwasu piperazynowego (Pip), ktérego dzia-
tanie biobdjcze udowodniono wzgledem wybranych szcze-
péw drobnoustrojow [58,59]. Dalsze badania doprowadzity
naukowcéw do odkrycia kolejnych aktywnych analogéw
pargamycyny A: PRG-B, -C i -D. Uzyskane wartosci MIC
(Tab. 1) poréwnano z aktywnoscia wankomycyny wzgle-
dem bakterii Gram-dodatnich (rézne szczepy Staphylococcus
aureusi Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Bacillus sub-
tilis, Bacillus cereus, Corynebacterium bovis) i Gram-ujemnych
(Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Salmonella enteritidis,
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Pseudo-
monas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae). Wykazano, ze PRG-
-A i -C dzialaly silnie wzgledem bakterii Gram-dodatnich,
a aktywnos¢ analogéw PRG-B i -D byla znacznie stabsza.
PRG-C i PRG-D, ktére w swojej strukturze posiadaja polar-
ne ugrupowanie Pip przejawialy nawet oémiokrotnie nizsze
dzialanie wzgledem szczepéw gronkowcéw i enterokéw

niz PRG-A i PRG-B, ktérych wplyw biobdjczy byt porow-

a)

b} HN

Rycina 6. Wz6r strukturalny: a) polimyksyny B, b) polimyksyny E.
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nywalny. Dodatkowo, dla zadnego z cyklopeptydéw oraz
wankomycyny nie udowodniono aktywnosci wzgledem
bakterii Gram-ujemnych [59].

Na rynku farmaceutycznym obecne s3 antybiotyki
peptydowe z grupy polimyksyn (polimyksyna B i E)
(Ryc. 6).Sa to cykliczne kationowe lipopeptydy o dzialaniu
biobéjczym wzgledem bakterii Gram-ujemnych (Acinetobac-
ter, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobac-
ter species, Escherichia coli, Citrobacter, Morganella, Haemophi-
lus influenzae) i niektérych szczepéw Stenotrophomonas mal-
tophilia. Leki te wykorzystywane sa m.in. przy oparzeniach
skoérnych, pielegnacji ran pooperacyjnych czy zapobieganiu
infekcji. Pomimo udowodnionego dziatania leczniczego,
polimyksyny wykazuja wysoka nefro- i neurotoksycznos¢,
dlatego moga by¢ stosowane jedynie doraznie [60].

KONIUGATY Z LEKAMI

Kolejnym typem chemicznej modyfikacji AMP jest ko-
walencyjne zwiazanie z antybiotykami, co poprawia ich
dzialanie przeciwdrobnoustrojowe oraz skutkuje zmniej-
szeniem terapeutycznej dawki leku eliminujgc tym samym
wystapienie efektéw niepozadanych. Podejécie to zostalo
zastosowane przez grupe badawcza z Uniwersytetu Farma-
ceutycznego w Chinach, ktéra faczac ubikwicydyne (UBL,, ),
kationowy peptyd o dziataniu biobdjczym wzgledem Staphy-
lococcus aureus, Escherichia coli 1 Pseudomonas aeruginosa z naj-
bardziej powszechnym antybiotykiem, chloramfenikolem
(CAP), uzyskata nowy koniugat o zwiekszonym dzialaniu
wzgledem Escherichia coli i Staphylococcus aureus (Tab. 2)
[61]. Dodatkowo, CAP-UBL, ,, wykazywal nizszg toksycz-
nosé¢ wzgledem komérek ludzkich (L02, HBL-100 i HELF)
niz sam chloramfenikol [61].

Jelinkova wraz ze wspélpracownikami opisata w swojej
pracy koniugat Van/Hec (Ryc. 7) skladajacy sie z wanko-
mycyny (Van) oraz peptydu Hekate (Hec) o wlasciwosciach
biobdjczych [62]. Wankomycyna uznawana jest za antybio-
tyk ostatniej szansy w leczeniu zakazenn wywotanych bak-
teriami Gram-dodatnimi. Z uwagi na szerzace sie zjawisko
opornosci na jej dziatanie szczepéw Staphylococcus aureus,
naukowcy podjeli dalsze proby opracowania nowego spo-
sobu przezwyciezenia tego problemu. Do tego celu wyko-
rzystali peptyd Hec nalezacy do grupy AMP (wykazujacy
aktywnos¢ wzgledem bakterii Gram-dodatnich) posiadaja-
cy zdolnosci membranolityczne. Opisywany glikopeptyd
zbudowany z 23 reszt aminokwasowych (FALALKALK-
KALKKLKKALKKAL) jest pochodna melityny wchodzacej
w sklad jadu pszczelego. Jego budowa oraz wiasciwosci
takie jak: amfipatyczna struktura a-helisy, wypadkowy fa-
dunek dodatni i duza liczba reszt aminokwasowych o hy-
drofobowym charakterze faricucha bocznego sa charaktery-
styczne dla grupy peptydéw o aktywnosci bakteriobéjcze;.
Naukowcy przyltaczajac do wankomycyny peptyd Hekate

Tabela 2. Poréwnanie wartosci MIC dla koniugatu (CAP-UBIL, ) i chloramfeni-
kolu (CAP) [61].

MIC 1/L
Mikroorganizm [pmol /L]

CAP-UBL, ,,

S. aureus 150+£2,6 248+5,7
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Rycina 7. a) wzor strukturalny wankomycyny (Van), b) sekwencja peptydu Hekate (Hec), c) schemat reakgji otrzymywania koniugatu Van/Hec.

(odpowiednio przez grupe karboksylowa i N-koricowq ami-
nowa) z wykorzystaniem 1,1’-karbonylodiimidazolu (CDI)
uzyskali zwigzek o zwiekszonej aktywnosci.

Przeprowadzone testy mikrobiologiczne wykazaly, ze
koniugat ten posiadat znacznie silniejsze wtasciwosci bio-
bojcze wzgledem Staphylococcus aureus (typu dzikiego,
VRSA i MRSA) niz sama wankomycyna i Hec (Tab. 3). Do-
datkowo, Van/Hec nie jest toksyczny dla komorek nabton-
kowych oraz ludzkich erytrocytéw, dzieki czemu postrze-
gany jest jako innowacyjny antybiotyk w leczeniu zakazeni
wywolanych przez oporne szczepy gronkowcow [62].

Podobnerozwigzanie dla poprawy aktywnosci antybioty-
ku i AMP zaproponowala grupa naukowa kierowana przez
Tiwari [63]. W swoich badaniach wykorzystali lewofloksa-
cyne stosowana w leczeniu pozaszpitalnego zapalenia ptuc,
ostrego bakteryjnego zapalenia zatok i odmiedniczkowego
zapalenia nerek, jej nieaktywna pochodna - lewofloksacyne-
-Q oraz cykliczny peptyd penetrujacy (CPP, ang. cell-pene-
trating peptide) [R,W,] zbudowany z reszt L-argininy oraz L-
-tryptofanu. Badania dowiodly, ze peptyd ten w potaczeniu
z tetracykling wykazywatl aktywnos¢ bakteriobdjcza wzgle-
dem MRSA 4-8-krotnie wigkszg niz sam antybiotyk (MIC =
0,5 pg/mL) i 2-8-krotnie wyzsza przeciwko E. coli (MIC =
2 pg/mL) [63,64]. Na podstawie tych informacji naukowcy
zaprojektowali kolejne cykliczne i liniowe koniugaty oraz
mieszaniny fizyczne: lewofloksacyna+[R,W,] i lewofloksa-
cyna-Q+[R,W,] [63]. Dziatanie przeciwbakteryjne nowych

Tabela 3. Por6wnanie wartosci minimalnego stezenia hamujacego dla poszcze-
golnych zwigzkow [62].

Mikroorganizm

Van/Hec

koniugatéw badano wzgledem opornego na metycyline
gronkowca zlocistego i paleczki zapalenia ptuc, a jako an-
tybiotyki kontrolne dodatkowo zastosowano meropenem
i wankomycyne. Przeprowadzone testy mikrobiologiczne
dowiodly, ze mieszanina lewofloksacyna+[R,W,] dziatata
silniej niz koniugat antybiotyku i peptydu (Tab. 4). Nie-
zwigzana lewofloksacyna-Q wykazywata aktywnos¢ przy
stezeniu wyzszym niz 128 pg/mL przeciwko MRSA i K.
pneumoniae, ktére z kolei ulegly znacznej poprawie w przy-
padku mieszaniny/koniugatu odpowiednio do 8 i 32 pg/
mL. Natomiast odwrotny efekt zaobserwowano dla wolnej
lewofloksacyny, ktérej dzialanie przejawialo sie przy duzo
nizszych wartosciach MIC niz w formach zwigzanych [63].
Uzyskane wyniki sugeruja, ze amfifilowe cykliczne peptydy
penetrujace zwigzane kowalencyjnie z antybiotykami moga
zapewnic bardziej skuteczne dziatanie biobéjcze przeciwko
opornym szczepom w poréwnaniu z terapia niezwigzany-
mi antybiotykami [63,64].

Tabela 4. Wyznaczone wartosci MIC wzgledem bakterii Gram-dodatnich i
Gram-ujemnych [63].

MIC (pg/mL)

Zwigzek
- MRSA

K. pneumoniae

Wankomycyna

Lewofloksacyna-Q >128 >128

Lewofloksacyna+[R4W4]

Koniugat cykliczny [R4W4]-
lewofloksacyna-Q

8 B2
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WYKORZYSTANIE FOTOSENSYBILIZATOROW

Wsréd metod zwalczania choréb wywolanych drobno-
ustrojami wyrézni¢ mozna réwniez terapie fotodynamicz-
na, w ktorej dzialajac promieniowaniem o odpowiedniej
dlugosci fali na fotouczulacz wytwarzane sa reaktywne
formy tlenu. Nastepnie wolne rodniki uszkadzaja podsta-
wowe elementy budulcowe komoérek (kwasy nukleinowe,
biatka, lipidy) prowadzac do ich $mierci. Przykladem opi-
sanego typu modyfikacji jest przytaczenie eozyny Y (foto-
uczulacza) do N-koricowego fragmentu peptydu KLA (o se-
kwencji: (KLAKLAK),) wykazujacego aktywnos¢ przeciw-
drobnoustrojowa wobec Escherichia coli, Pseudomonas aeru-
ginosa i Staphylococcus aureus [65]. Skoniugowanie eozyny
Y z typowym peptydem AMP miato na celu zwiekszenie jej
aktywnosci fotodynamicznej, a takze umozliwilo penetra-
¢je blon komérkowych badanych bakterii Gram-dodatnich
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis) i Gram-
-ujemnych (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, oporny
szczep Acinetobacter baumannii) [65,66]. Dziatanie biobdjcze
sprawdzano w warunkach bezéwietlnych i po 30 minutowej
inkubacji $wiattem o dlugosci fali 525 nm, odpowiadajacej
maksimum wzbudzenia eozyny Y, ktéra zostata uzyta jako
kontrola. Wyniki przeprowadzonych badani dowiodly, ze
obecno$¢ promieniowania nie wplywata znaczaco na zy-
wotnosé komorek bakteryjnych, gdy opisywane zwigzki
wystepowaly w postaci wolnej. To samo zaobserwowano
w ciemnoéci dla eozyny-(KLAKLAK),. Dopiero odpowied-
nio dluga ekspozycja na promieniowanie inicjowata proces
aktywagji fotouczulacza, co pozwolito wyeliminowac 99,9%
komorek bakteryjnych przy stezeniu roztworu analogu
1 pM. Dalsze badania dowiodly, ze koniugat fotouczulacz-
-peptyd lokowat si¢ w blonach komérkowych obu klas bak-
terii, a po jego napromieniowaniu dochodzito do niszczenia
zewnetrznych otoczek drobnoustrojow i ich émierci [66,67].

PODSUMOWANIE

Jednym z wiodacych probleméw wspoélczesnej medycy-
ny jest czeste stosowanie antybiotykéw, co skutkuje ksztal-
towaniem nowych, opornych wzgledem nich gatunkéw mi-
kroorganizméw. Sposobem wyeliminowania narastajacego
problemu moze by¢ zastosowanie peptydéw przeciwdrob-
noustrojowych bedacych elementem ukladu odpornosci
wrodzonej organizmu. Mianem AMP najczesciej okresla sie
zwiazki obdarzone dodatnim tadunkiem oraz o amfipatycz-
nej budowie, ktéra odpowiedzialna jest za modulowanie
ich wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych wobec szero-
kiej gamy bakterii, wiruséw i grzybéw. Ze wzgledu na wy-
stepowanie specyficznych oddziatywan elektrostatycznych
i hydrofobowych pomiedzy dodatnio naladowanymi resz-
tami L-lizyny i L-argininy obecnymi czesto w sekwencjach
syntetycznych AMP, a ujemnie natadowanymi blonami
komoérkowymi bakterii, zwigzki te moga prowadzi¢ do dez-
integracji zewnetrznych otoczek drobnoustrojéw na drodze
trzech r6znych mechanizméw: klepek beczki, dywanowego
i toroidalnego. Wysokie koszty produkcji i ograniczona bio-
dostepnosé¢ naturalnych AMP wymusily koniecznosé¢ po-
szukiwania nowych zwigzkéw modelowych, ktérych dzia-
fanie opiera sie¢ na dotychczas poznanych mechanizmach.
Chemiczne modyfikacje AMP umozliwiaja zmiane ich wta-
sciwosci fizykochemicznych, takich jak lipofilowosé, a takze
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wplywajg na zwiekszenie ich odpornosci enzymatycznej, co
jest waznym aspektem w projektowaniu nowoczesnych le-
kéw peptydowych.

PISMIENNICTWO

1. Veltri D, Kamath U, Shehu A (2018) Deep learning improves antimi-
crobial peptide recognition. Bioinformatics 34: 2740-2747

2. Manzini MC, Perez KR, Riske KA, Bozelli JC Jr, Santos TL, da Silva
MA, Saraiva GK, Politi MJ, Valente AP, Almeida FC, Chaimovich H,
Rodrigues MA, Bemguerer MP, Schreier S, Cuccovia IM (2014) Pep-
tide : lipid ratio and membrane surface charge determine the mecha-
nism of action of the antimicrobial peptide BP100. Conformational and
functional studies. Biochim Biophys Acta 1838: 1985-1999

3. Lee H, Hwang ]S, Lee J, Kim JII, Lee DG (2014) Scolopendin 2, a ca-
tionic antimicrobial peptide from centipede, and its membrane-active
mechanism. Biochim Biophys Acta 1848: 634-64

4. Otvos, L, Wade, JD (2014) Current challenges in peptide-based drug
discovery. Front Chem 2: 62; doi: 10.3389/fchem.2014.00062

5. Usmani SS, Bedi G, Samuel JS, Singh S, Kalra S, Kumar P, et al. (2017)
THPdb: database of FDA-approved peptide and protein therapeu-
tics. PLoS One 12: e0181748; doi: 10.1371/journal.pone.0181748

6. Fosgerau K, Hoffmann T (2015) Peptide therapeutics: current status
and future directions. Drug Discov Today 20: 122-128

7. Bruno BJ, Miller GD, Lim CS (2013) Basics and recent advances in pep-
tide and protein drug delivery. Ther Deliv 4: 1443-1467

8. Agrawal P, Raghava GPS (2018) Prediction of antimicrobial potential
of a chemically modified peptide from its tertiary structure. Front Mi-
crobiol 9: 2551; doi: 10.3389/ fmicb.2018.02551

9. Haney EF, Mansour SC, Hancock RE (2017) Antimicrobial peptides:
an introduction. Methods Mol Biol 1548: 3-22

10. Nakatsuji T, Gallo RL (2012) Antimicrobial peptides: old molecules
with new ideas. ] Invest Dermatol 132: 887-895

11. Bahar AA, Ren D (2013) Antimicrobial peptides. Pharmaceuticals (Ba-
sel) 6: 1543-1575

12. Mahlapuu M, Hakansson J, Ringstad L, Bjorn C (2016) Antimicrobial
peptides: an emerging category of therapeutic agents. Front Cell Infect
Microbiol 6: 194; doi: 10.3389/ fcimb.2016.00194

13. Kumar P, Kizhakkedathu JN, Straus SK (2018) Antimicrobial pep-
tides: diversity, mechanism of action and strategies to improve the
activity and biocompatibility in vive. Biomolecules 8: 4; doi: 10.3390/
biom8010004

14. Diamond G, Beckloff N, Weinberg A, Kisich KO (2009) The roles of
antimicrobial peptides in innate host defense. Curr Pharm Des 15:
2377-2392

15. Yang D, Biragyn A, Kwak LW, Oppenheim JJ (2002) Mammalian de-
fensins in immunity: more than just microbicidal. Trends Immunol 26:
291-296

16. Bowdish DME, Davidson DJ, Lau YE, Lee K, Scott MG, Hancock REW
(2004) Impact of LL-37 on anti-infective immunity. ] Leukoc Biol 77:
451-459

17. Bowdish DME, Davidson DJ, Hancock REW (2006) Immunomodu-
latory properties of defensins and cathelicidins. Curr Top Microbiol
Immunol 306: 27-66

18. Mojsoska B, Jenssen H (2015) Peptides and peptidomimetics for anti-
microbial drug design. Pharmaceuticals (Basel) 8: 366-415

19. Xiao Y, Hughes AL, Ando J, Matsuda Y, Cheng JF, Skinner-Noble D,
Zhang G (2004) A genome-wide screen identifies a single 3-defensin
gene cluster in the chicken: implifications for the orgin and evolution
for mammalian defensins. BMC Genomics 5: 56; doi: 10.1186/1471-
2164-5-56

20. Niedzwiedzka-Rystwej P, Deptula W (2008) Defensyny - wazny
wrodzony element ukladu odpornosciowego u ssakow. Postepy Hig
Med Dosw 62: 524-529

21. Chen X, Niyonsaba F, Ushio H, Hara M, Yokoi H, Matsumoto K, Saito
H, Nagaoka I, Ikeda S, Okumura K, Ogawa H (2007) Antimicrobial



peptides human p-defensin (hBD)-3 and hBD-4 activate mast cells and
increase skin vascular permeability. Eur ] Immunol 37: 434-444

22. Lehrer R, Cole AM, Selsted ME (2012) 6-Defensins: cyclic peptides
with endless potential. ] Biol Chem 287: 27014-27019

23.Tam JP, Wang S, Wong KH, Tan WL (2015) Antimicrobial peptides
from plants. Pharmaceuticals (Basel) 8: 711-757

24. Craik DJ (2012) Host-defense activities of cyclotides. Toxins (Basel) 4:
139-156

25. Yamuna S, Nithesh Kumar V, Bala Subramaniam D, Kumaravel K
(2019) Antimicrobial peptides from plants and their mode of action.
AIJRSTEM,; ISSN: 2328-3580

26. Kaewklom S, Wongchai M, Petvises S, Hanpithakphong W, Aunpad R
(2018) Structural and biological features of a novel plant defensin from
Brugmansia x candida. PLoS ONE 13: e0201668; doi: 10.1371/journal.
pone.0201668

27. Gruber CW, Cemazar M, Anderson MA, Craik DJ (2007) Insecticidal
plant cyclotides and related cystine knot toxins. Toxicon 49: 561-575

28. Nawrot R, Gozdzicka-Jozefiak A (2007) Niskoczasteczkowe biatka
obronne roslin. Biotechnologia 2: 27-41

29.Jenssen H, Hamill P, Hancock REW (2006) Peptide antimicrobial
agents. Clin Microbiol Rev 19: 491-511

30. Steiner H, Hultmark D, Engstrom, Bennich H, Boman HG (1981) Se-
quence and specificity of two antibacterial proteins involved in insect
immunity. Nature 292: 246-248

31. De Lucca A, Walsh TJ (1999) Antifungal peptides: novel therapeutic
compounds against emerging pathogens. Antimicrob Agents Chemo-
ther 43: 1-11

32. Ajesh K, Sregjith (2009) Peptide antibiotics: an alternative and effec-
tive antimicrobial strategy to circumvent fungal infections. Peptides
30: 999-1006

33.Hong J, Guan W, | G, Zhao H, Jiang X, Dai J (2015) Mechanism of
tachyplesin I injury to bacterial membranes and intercellular enzymes,
determined by laser confocal scanning microscopy and flow cytome-
try. Microbiol Res 170: 69-77

34. Edwards IA, Elliott AG, Kavanagh AM, Zuegg ], Blaskovich MAT,
Copper MA (2016) Contribution of amphipathicity and hydrophobic-
ity to the antimicrobial activity and cytotoxicity of B-hairpin peptides.
ACS Infect Dis 2: 442-450

35. Palgan K, Tykwiniska M, Bartuzi Z (2015) Udzial peptydéw antydrob-
noustrojowych w patogenezie astmy oskrzelowej. Postepy Hig Med
Dosw 69: 10-13

36. Liu C, Qi J, Shan B, Ma Y (2018) Tachyplesin causes membrane insta-
bility that kills multidrug-resistant bacteria by inhibiting the 3-ketoacyl
carrier protein reductase FabG. Front Microbiol 9: 825; doi: 10.3389/
fmicb.2018.00825

37.Sani MA, Separovic F (2016) How membrane-active peptides get into
lipid membranes. Acc Chem Res 21: 1130-1138

38.Shai Y (1999) Mechanism of the binding, insertion and destabilization
of phospholipid bilayer membranes by a-helical antimicrobial and cell
nonselective membrane lytic peptides. Biochim Biophys Acta 55: 1462-
1466

39.Sato H, Feix JB (2006) Peptide-membrane interactions and mecha-
nisms of membrane destruction by amphipathic a-helical antimicro-
bial peptides. Biochim Biophys Acta 1758: 1245-1256

40. Mudhakir D, Harashima H (2009) Learning from the viral journey:

how to enter cells and how to overcome intracellular barriers to reach
the nucleus. The AAPS Journal 11: 65-77

41. Brogden KA (2005) Antimicrobial peptides: pore formers or metabolic
inhibitors in bacteria? Nat Rev Microbiol 3: 238-250

42. Dawgul MA, Greber KE, Bartoszewska S, Baranska-Rybak W, Sawicki
W, Kamysz W (2017) In vitro evaluation of cytotoxicity and perme-
ation study on lysine- and arginine-based lipopeptides with proven
antimicrobial activity. Molecules 22: 3-9

43.Zhao Y, Zhang M, Qiu S, Wang J, Peng J, Zhao P, Zhu R, Wang H, Li Y,
Wang K, et al (2016) Antimicrobial activity and stability of the D-ami-
no acid substituted derivatives of antimicrobial peptide polybia-MPL
AMB Express 6: 122; doi: 10.1186/s13568-016-0295-8

10

44. Berthold N, Czihal P, Fritsche S, Sauer U, Schiffer G, Knappe D, Al-
ber G, Hoffmann R (2013) Novel apidaecin 1b analogs with superior
serum stabilities for treatment of infections by Gram-negative patho-
gens. Antimicrob Agents Chemother 57: 402-409

45.Ye Z, Zhu X, Acosta S, Kumar D, Sang T, Aparicio C (2018) Self-assem-
bly dynamics and antimicrobial activity of all L- and D-amino acid
enantiomers of a designer peptide. Nanoscale 11: 266-275

46. Abdolhosseini M, Nandula SR, Song J, Hirt H, Gor SU (2012) Lysine
substitutions convert a bacterial-agglutinating peptide into a bacterial
peptide that retains anti-lipopolysaccharide activity and low hemolyt-
ic activity. Peptides 35: 231-238

47.Oliva R, Chino M, Pane K, Pistorio V, De Santis A, Pizzo E, D’Errico
G, Pavone V, Lombardi A, Del Vecchio P, Notomista E, Nastri F, Pe-
traccone L (2018) Exploring the role of unnatural amino acids in anti-
microbial peptides. Sci Rep 8: 8888; doi: 10.1038/s41598-018-27231-5

48. Kowalczyk R., Harris PWR, Williams GM, Yang SH, Brimble MA
(2017) Peptide lipidation - a synthetic strategy to afford peptide based
therapeutics. Adv Exp Med Biol 1030: 185-227

49. Ward BP, Ottaway NL, Perez-Tilve D, Ma D, Gelfanov VM, Tschop
MH, Dimarchi RD (2013) Peptide lipidation stabilizes structure to en-
hance biological function. Mol Metab 2: 468-479

50. Hang H, Linder M (2011) Exploring protein lipidation with chemical
biology. Chem Rev 111: 6341-6358

51. Zhang L, Bulaj G (2012) Converting peptides into drug leads by lipida-
tion. Curr Med Chem 19: 1602-1618

52. Greber KE, Dawgul M, Kamysz W, Sawicki W (2017) Cationic net
charge and counter ion type as antimicrobial activity determinant
factors of short lipopeptides. Front Microbiol 8: 123; doi: 10.3389/
fmicb.2017.00123

53. Armas F, Pacor S, Ferrari E, Guida F, Pertinhez TA, Romani AA, Scoc-
chi M, Bienincasa M (2019) Design, antimicrobial activity and mecha-
nism of action of Arg-rich ultra-short cationic lipopeptides. PLoS ONE
14: 0212447; doi: 10.1371/journal.pone.0212447

54. Sikorska E, Stachurski O, Neubauer D, Matuch I, Wyrzykowski D,
Bauer M, Brzozowski K, Kamysz W (2018) Short arginine-rich lipo-
peptides: from self-assembly to antimicrobial activity. Biochim Bio-
phys Acta Biomembr 11: 2242-2251

55. Czechowicz P, Nowicka ] (2018) Antimicrobial activity of lipopep-
tides. Post Mikrobiol 57: 213-226

56. Min KR, Galvis A, Williams B, Rayala R, Cudic P, Ajdic D (2017) An-
tibacterial and antibiofilm activities of a novel synthetic cyclic lipo-
peptide against cariogenic Streptococcus mutans UA159. Antimicrob
Agents Chemother 61: e00776-17; doi: 10.1128/ AAC.00776-17

57. Wang G (2012) Post-translational modification of natural antimicro-
bial peptides and strategies for peptide engineering. Curr Biotechnol
1:72-79

58. Hashizume H, Adachi H, Igarashi M, Nishimura Y, Akamatsu Y
(2010) Biological activities of pargamicin A, a novel cyclic peptide an-
tibiotic from Amycolatopsis sp. ] Antibiot 63: 279-283

59. Hashizume H, Sawa R, Yamashita K, Nishimura Y, Igarashi H (2017)
Structure and antibacterial activities of new cyclic peptide antibiotics,
pargamicins B, C and D, from Amycolatopsis sp. ML1-hF4. ] Antibiot
70: 699-704

60. Mirski T, Niemcewicz M, Bartoszcze M, Gryko R, Michalski A (2018)

Utilisation of peptides against microbial infections - a review. Ann
Agric Environ Med 25: 205-210

61. Chen H, Liu C, Chen D, Madrid K, Peng S, Dong X, Zhang M, Gu
Y (2015) Bacteria-targeting conjugates based on antimicrobial peptide
for bacteria diagnosis and therapy. Mol Pharm 12: 2505-2516

62. Jelinkova P, Splichal Z, Jimenez AMJ, Haddad Y, Mazumdar A, Sur
VP, Milosavljevic V, Kopel P, Buchtelova H, Guran R, Zitka O, Richte-
ra L, Hegerova D, Heger Z, Moulick A, Adam V (2018) Novel vanco-
mycin-peptide conjugate as potent antibacterial agent against vanco-
mycin-resistant Staphylococcus aureus. Infect Drug Resist 11: 1807-1817

63. Riahifard N, Tavakoli K, Yamaki J, Paranga K, Tiwari R (2017) Syn-
thesis and evaluation of antimicrobial activity of [R4W4K]-Levoflox-

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/



acin and [R4W4K]-Levofloxacin-Q conjugates. Molecules 22, 957; doi:
10.3390/molecules22060957

64.Oh D, Sun ], Nasrolahi Shirazi A, LaPlante KL, Rowley DC, Parang
K (2014) Antibacterial activities of amphiphilic cyclic cell-penetrating
peptides against multidrug-resistant pathogens. Mol Pharm 11: 3528-
3536

65. Johnson GA, Muthukrishnan N, Pellois JP (2012) Photoinactivation
of Gram-positive and Gram-negative bacteria with the antimicrobial

peptide (KLAKLAK), conjugated to the hydrophilic photosensitizer
eosin Y. Bioconjug Chem 24: 114-123

66. Reinhardt A, Neundorf I (2016) Design and application of antimicrobi-
al peptide conjugates. Int ] Mol Sci 17: 701-722

67. Johnson GA, Ellis EA, Kim H, Muthukrishnan N, Snavely T, Pellois JP
(2014) Photoinduced membrane damage of E. coli and S. aureus by the

photosensitizer-antimicrobial peptide conjugate eosin-(KLAKLAK),.
PLoS ONE 9: €91220; doi: 10.1371/journal.pone.0091220

Characteristic of AMP and the effects of chemical modifications
on the modulation of their antimicrobial properties

Marta Makowska®™, Adam Prahl, Izabela Matuch

Department of Organic Chemistry, Faculty of Chemistry, University of Gdarisk, Poland

Hcorresponding author: marta.makowska95@wp.pl

Key words: antimicrobial peptides, chemical modifications, lipopeptides, cyclization, unnatural amino acids, drugs

SUMMARY

Antibiotics have revolutionized the pharmacology market but their “golden area” passed away. The urgent need to develop new medicins
with the mechanism of action different than those already used is constantly growing because of the drug-resistance of pathogenic microorga-
nisms. The observed increasing resistance of microbes motivates scientists to design innovative strategies based on the natural peptides that
exhibit antimicrobial activity. In this article we present general characterization of antimicrobial peptides and effects of chemical modifica-

tions on the modulation of their antimicrobial properties.
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