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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Defensyny i katelicydyny nalezace do peptydéw antydrobnoustrojowych (PAD), nazywane sa
takze naturalnymi antybiotykami. Wystepuja one u Prokariota i Eukariota. Opisano je u bakte-
rii, roslin, bezkrggowcow, krggowcow, takze ssakow, a wsrdd nich u cztowieka. Znana jest se-
kwencja okoto 880 peptydéw antydrobnoustrojowych, a klasyfikacja ich jest trudna i réznorodna.
Sa to oligo- i polipeptydy, ktére zabijaja drobnoustroje lub hamuja ich wzrost, dziataja bakterio-
bdjczo na bakterie Gram-ujemne, Gram-dodatnie, neutralizuja toksyny, dziataja antywirusowo.
Spetniaja wiele funkcji, stanowia pierwsza lini¢ obrony u cztowieka jako efektory odpornosci nie-
swoistej, charakteryzuja si¢ szerokim zakresem dzialania, chronia przed patogenami i kontroluja
naturalna florg, czgsto dziataja synergistycznie. Wytwarzane przez rézne komoérki moga stanowic
ochrong przed mechanizmami opornosci drobnoustrojéw. Dzialaja tez chemotaktycznie na neu-
trofile i komorki T, aktywuja komérki dendrytyczne. U cztowieka defensyny wystepuja w wie-
lu komoérkach i tkankach, sa w neutrofilach i ptytkach krwi, w komdrkach nabtonkowych, w wa-
trobie, skorze oraz w spojowce oka. Niedobory defensyn czy katelicydyn u cztowieka sa jedna
z przyczyn wystapienia objawéw chorobowych w przypadku alergii atopowych oraz w chorobie
Kostmana. Wiele syntetyzowanych peptydéw znajduje si¢ w ostatniej fazie badan klinicznych
w leczeniu réznych infekcji bakteryjnych. Defensyny i katelicydyny moga by¢ atrakcyjne tak-
ze jako potencjalne adiuwanty lub nosniki szczepionek, w przemysle spozywczym jako konser-
wanty. W pracy przedstawiono niektére zagadnienia zwigzane z wystgpowaniem PAD w przyro-
dzie ze szczegélnym uwzglednieniem defensyn i katelicydyn ssakéw, ich klasyfikacji, struktury,
réznorodnych funkcji oraz mechanizméw dziatania, a takze ich zastosowania w leczeniu niekt6-
rych schorzen.

peptydy antydrobnoustrojowe  PAD ¢ kationowe peptydy ¢ defensyny ¢ katelicydyny ¢
naturalne antybiotyki * odpornos¢ wrodzona ¢ chemotaksja * leukocyty ¢ defensyny ssakow
« defensyny cztowieka * o- i B-defensyny

Summary

Defensins and cathelicidins belong to antimicrobial peptides (AMP), called also the natural anti-
biotics. They are found in Prokaryotes and Eukaryotes, also are synthesized in plants. These mo-
lecules were described in bacteria, invertebrates, vertebrates, also in mammals including humans.
The amino-acids sequence is determined for about 880 antimicrobial peptides, and their classi-
fication is difficult and complex. These oligo- and polypeptides, are killing the microbes or inhi-
bit their growth, are bactericidal to Gram-negative, Gram-positive bacteria, neutralizing toxins,
demonstrated antiviral activity. AMP are multifunctional molecules, playing the first line of de-
fense in human organism as effectors of unspecific immunity, with a broad spectrum of activity
against pathogens, are characterized by controlling the physiological bacterial flora, often acting
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synergistically, are produced in different cells as defense against mechanisms of microbial resi-
stance. They are chemotactic to neutrophiles and T cells, activate the dendritic cells. In human
organism defensins are expressed in several cells and tissues, in neutrophiles, platelets, epithe-
lial cells, in liver, skin, eye conjunctiva. Deficiency of defensins or cathelicidins cause pathologi-
cal symptoms in atopic allergies or in Kostman disease. Several synthetic peptides are currently
at the final phases of clinical trials regarding treatment of various bacterial infections. Defensins
or cathelicidins could be also efficient as adjuvants or carriers for vaccines, in dairy industry as
preservatives. This work presents some problems concerning the occurrence of AMP, especial-
ly defensins and cathelicidins of mammals, their classification, structure, various functions and
mechanisms of bactericidal activity, and also their use in treatment of some infectious diseases.
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1. WystepowaniE PAD w PRZYRODZIE I ICH KLASYFIKACJA

Organizmy zywe w przyrodzie kazdego dnia sa narazo-
ne na dzialanie zaréwno wielu niekorzystnych czynni-
kéw srodowiska, takich jak: zmiany temperatury czy pH,
brak substancji odzywczych, jak i na zakazenia spowo-
dowane przez patogenne drobnoustroje. Mimo to wielo-
komoérkowe organizmy zywe zyja w przyrodzie w petnej
harmonii z otaczajacymi je drobnoustrojami. W rogéwce
zwierzat nie ma $ladéw infekcji [45], a owady zyja swo-
bodnie, chociaz nie maja ani limfocytéw ani przeciwciat.
Nasiona ro§lin zaopatrzone w dziatajace antydrobnoustro-
jowo czasteczki (defensyny: Rs-AFP1, Rs-AFP2 [17]) roz-
siewaja si¢ w przyrodzie bez wigkszych trudnosci [37,110].
Zwierzeta, cztowiek i rosliny zyjac wsréd drobnoustrojéw
rozwingty wiele skutecznych sposobéw obrony. W ewo-
lucji widoczna jest stata tendencja wielu organizméw zy-
wych nie tylko do zachowania juz istniejacych mechani-
zm6w obronnych, ale tez do ich udoskonalania [14,109].
Nalezy zauwazy¢, ze w pracach przegladowych autorzy
czgsto skupiaja sig na przedstawieniu problemoéw zwiaza-
nych z odpowiedzig na pytanie dlaczego ludzie, zwierze-
ta czy roSliny choruja. W tej pracy natomiast chcieliby-
$Smy przyblizy¢ problem dotyczacy odpowiedzi na pytanie
dlaczego ludzie, zwierzgta czy rosliny nie choruja stale.
Proba odpowiedzi na to pytanie bedzie przedstawienie roli
niezwykle interesujacych czasteczek, naturalnie syntety-
zowanych przez wiele organizméw zywych, w tym réw-
niez przez cztowieka, dzigki ktérym wigkszos¢ organi-
zmow zywych pozostaje zdrowa. Te niewielkie czasteczki
sq syntetyzowane wedtug zasady jeden gen-jeden peptyd,
tworzone sa szybko z niewielkim naktadem energii gospo-
darza. Do tych szeroko rozpowszechnionych w przyrodzie
zwiazkow o szczegdlnych wlasnosciach zaliczamy migdzy
innymi wymienione w tytule pracy defensyny i katelicy-
dyny [13,67,68,77]. Na uzytek niniejszej pracy dla pepty-
déw antydrobnoustrojowych wprowadzono jednoznaczny

dr hab. Danuta Witkowska, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, ul. R. Weigla 12, 53-114 Wroctaw;

skrét PAD. Skrét AMP (antimicrobial peptide) propono-
wany dla peptydéw antydrobnoustrojowych jest niewta-
Sciwy ze wzgledu na powszechnie przyjety taki skrot dla
adenylomonofosforanu.

PAD sa to ré6znorodne czasteczki syntetyzowane zarowno
przez organizmy nalezace do Prokariota jak i Eukariota
[49,110] Wystepuja one u bakterii, bezkrggowcdow, kre-
gowcow, ssakéw, a wsrdd nich u naczelnych i u cztowie-
ka [19,59,96]. Sa one réwniez syntetyzowane przez rosli-
ny [17]. Bakterie, ktére syntetyzuja PAD, wykorzystuja
je w Srodowisku do wspétzawodnictwa z innymi bakte-
riami. Szczep bakterii Escherichia coli, ktéry syntetyzu-
je mikrocyng 25 (bakteriocyna nazywana tez kolicyna),
wydzielajac ja do Srodowiska, moze powodowaé zmia-
n¢ morfologii innych komorek nie tylko E. coli, lecz tak-
ze pateczek Salmonella czy Shigella, czyniac je niezdol-
nymi do podziatu [18,77]. Mozna zatem powiedzieé, ze
antydrobnoustrojowe peptydy naleza do najstarszych me-
chanizméw obronnych organizméw wszystkich krélestw
[55,57,58,59,101]. Ze wzgledu na miejsce wystgpowania
bywaja rowniez nazywane LAP (lingual antimicrobial pep-
tides), jak defensyna wyizolowana po raz pierwszy z jezy-
ka krowy, czy TAP (tracheal antimicrobial peptides), czyli
antydrobnoustrojowymi peptydami izolowanymi z tcha-
wicy [31]. Niejednokrotnie PAD nazywane sg takze natu-
ralnymi antybiotykami lub antybiotykami peptydowymi
[39,85]. Niektére z nich, a giéwnie to defensyny, nazy-
wane s3 takze mikrochemokinami [71]. W czasie ewolu-
cji nie tylko nie doszto do zagubienia genéw kodujacych
PAD, lecz raczej do zwigkszenia ich réznorodnosci. Ze
wzgledu na zréznicowanie budowy antydrobnoustrojowych
peptydéw oraz rozmaito$¢ organizméw, w ktérych wyste-
puja, klasyfikacja PAD jest niezwykle trudna i bywa réz-
norodna. W literaturze znanych jest wiele podziatéw tych
peptydoéw [6,13,18], a rozmaitos¢ klasyfikacji jest uzalez-
niona od tego jakie kryterium bierzemy jako cechg rézni-
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Tabela 1. Podziat PAD wg Bomana [13]. Sekwencje aminokwasowe wybranych peptydéw wystepujacych u ssakéw podano zgodnie z cytowanym
pismiennictwem [6,8,13,27,55,73,92,95,98]. W tabeli defensyny zaznaczone s3 na niebiesko, katelicydyny na czerwono

GRUPA NAZWA WY: ANIE
PEPTYDOW | PEPTYDU | VYOI OW SEKWENCJA
LL37 czlowick LLGDFFRKSK EKIGKEFKRI VQRIKDFLRN
. LVPRTES [13,95]
1. a-helikalne
peptydy liniowe | mCRAMP mysz GLLRKGGEKI GEKLKKIGQI KNFFQKLVPQ PE
bez cystein [13,95]
VIP $winia HSDAVFTDNY TRLRKQMAVK KYLNSILN
[13]
2. peptydy z trzema
mostkami S-S HNP-1 cztowiek ACYCRIPACI AGERRYGTCI YQGRLWAFCC
[6,27,79]
HNP-4 towiek VCSCRLVFCR RTELRVGNCL
o — defensyny i cziowie IGGVSFTYCC TR [6,27,55,79]
HD-6 czlowick AFTCHCRRS- CYSTEYSYGT CTVMGIMHRF
CCL [6,27,79,92]
. DHYNCVSSGG QCLYSACPIF TKIQGTCYRG
HBD-1 cztowiek KAKCCK [6,8,55]
. GIGDPVTCLK SGAICHPVFC PRRYKQIGTC
P~ defensyny | HBD-2 | czlowiek GLPGTKCCKKP [6.8.55]
HBD-3 cztowiek IINTLQKYYC RVRGGRCAVL SCLPKEEQIG
KCSTRGRKCC RRKK [6,8,55]
GF-CR-CL-CR
0 — defensyny | RTD-I rezus A S S S
R-T.¢.1-C-R-C-VC [6.98]
e RRRPRPPYLP RPRPPPFFPP RLPPRIPPGF
3. bogate w proling |  PR-39 swinia PPRFPPRFP [6,13,95]
i tryptofan
bez cystein indolicydyna|  bydto ILPWKWPWWP WRR [13]
cujaca. Aktualnie znana jest sekwencja okoto 880 pepty- Natomiast jeden z aktualnie funkcjonujacych podzialéw
doéw antydrobnoustrojowych [13,18]. Boman [13] biorac PAD, podany przez Brogdena [18], zamieszczono w ta-
pod uwage sekwencj¢ aminokwasowa podzielit PAD na 3 beli 2 wraz z przyktadami organizméw w jakich pepty-
zasadnicze grupy: dy te wystepuja.
1) a-helikalne peptydy bez cystein, takie jak CRAMP my-
szy czy VIP Swini, Ogodlnie biorac, okreslenie peptyd antydrobnoustrojowy
2) peptydy z trzema mostkami disiarczkowymi, takie jak: (PAD) dotyczy oligo- i polipeptydow, ktére zabijaja drob-
HNP-1, HD-6 czy HBD-2 cztowieka, noustroje lub hamuja ich wzrost. Peptydy te najczesciej
3) peptydy bogate w proling i tryptofan, takie jak PR-39 zbudowane sa z 15-50 aminokwasdw, ale bywa réwniez,
Swini. ze sktadaja sig¢ ze 150-200 aminokwasow [19]. Jak wyni-

ka z tabeli 2 sa wsrdd nich: 1) liniowe kationowe peptydy
Podziat PAD na 3 gtéwne grupy wg Bomana [13] oraz a-helikalne bez cysteiny np. cekropina owadéw, CAP18
wybrane przyktady peptydéw w poszczegdlnych grupach krélika czy LL37 katelicydyna czlowieka; 2) anionowe
wraz z podang na podstawie piSmiennictwa sekwencja peptydy, takie jak dermicydyna czlowieka; 3) kationowe
[8,29,92,96], ilustruje tabela 1. peptydy bogate w swoiste aminokwasy np. bogata w proli-
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Tabela 2. Podziat PAD wg Brogden [13]. Przyktady PAD w poszczegdlnych grupach podano zgodnie z cytowanym pismiennictwem [7,13,19,27,73,95].
W tabeli defensyny zaznaczone sq na niebiesko, katelicydyny na czerwono, natomiast * przy nazwie peptydu oznacza PAD wystepujace

u cztowieka
GRUPA PEPTYDOW |WYSTEPOWANIE NAZWA PEPTYDU
owady cekropina, andropina, mellityna, ceratotoksyna
plazy magainina, dermaseptyna, bombinina, brewinina, eskulentyny,
1. liniowe kationowe buforyna I1
a-helikalne peptydy ryby misguryna, pleurocydyna
ssaki owispiryna, CAP-18, LL-37*
plazy maksimina H5
2. anionowe peptydy - - -
. mate peptydy bogate w kwas glutaminowy i asparaginowy,
ssaki :
dermicydyna*
abaecyna (Pro), drozomycyna (Pro+Arg), apidaecyna (Pro+Arg),
3. kationowe peptydy owady hymenoptaecyna (Gly), koleopterycyna (Gly), holotrycyna
bogate w specyficzne (Pro+Gly)
aminokwasy ssaki baktenecyna (Pro+Arg), PR-39 (Pro+Arg), profenina (Pro+Phe),
indolicydyna (Trp), histatyny (Trp)
owady defensyna A (3xS-S), drozomycyna (>3xS-S)
4. anionowe i kationov.ve skorupiaki tachyplezyna (2xS-S)
peptydy z mostkami
S-S brewinina (1xS-S), protegryna (2xS-S),
ssaki defensyny HNP-1*, HNP-4*, kryptydyna*, (3+5-S)
NP-1, HBD-1*, DEF18, RTD-1
5. anionowe i kationowe - laktoferrycyna
peptydy bedace ssaki - kazocydyna I
fragmentami - fragmenty ludzkiej hemoglobiny, lizozymu
wigkszych bialek

n¢ abaecyna pszczoét; 4) anionowe i kationowe peptydy, za-
wierajace cysteine i mostki dwusiarczkowe, np. o- i B-de-
fensyny cztowieka oraz 6-defensyny rezusa; 5) anionowe
i kationowe peptydy, bedace fragmentami wigkszych bia-
fek, takich jak laktoferrycyna z laktoferryny czy kazocy-
dyna z kazeiny. Do pierwszej z wymienionych grup nale-
73 mate peptydy (722—824 Da) obecne np. w komédrkach
nabtonkowych drég oddechowych cztowieka, wystgpuja-
ce w wysokich, milimolarnych st¢zeniach, cz¢sto wyma-
gajace do dziatania cynku jako kofaktora [36]. Natomiast
drugg grupe stanowi okoto 290 krétkich peptydéw (ponizej
40 aminokwasoéw) bez cysteiny, ktérych silniejsze dziata-
nie antybakteryjne jest wprost proporcjonalne do wzrostu
zawartosci struktury o-helisy [18]. Trzecia grupa to oko-
o 44 kationowych peptydéw bogatych w niektére amino-
kwasy, takie jak prolina, ktéra moze stanowi¢ 40-57% ta-
kiego peptydu lub arginina (13-33%) czy tez fenyloalanina
(19%) [18]. Najwicksza grupa sa kationowe i anionowe pep-
tydy zawierajace cysteing, w ktérych wystepuja mostki di-
siarczkowe (1-3 lub wigcej) i jest takich peptydéw prawie
380 [18]. Do tej grupy naleza zaréwno 16-aminokwasowa
protegryna z dwoma mostkami disiarczkowymi izolowana

z leukocytéw Swini, jak i bardzo zréznicowana rodzina de-
fensyn obejmujaca 55 réznych o-defensyn, wsréd ktérych
sg defensyny neutrofili czlowieka i kryptydyna z przewo-
du pokarmowego. Nalezy do tej grupy tez okoto 90 B-de-
fensyn ludzi i zwierzat z trzema mostkami disiarczkowymi
oraz 54 defensyny owadéw i 58 defensyn roslin [15,18,74].
Anionowe i kationowe peptydy bedace fragmentami wigk-
szych biatek to piata wg Brogdena [18] i najmniej liczna
grupa peptydéw antydrobnoustrojowych, ktérych rola w od-
pornosci nie jest jeszcze do korica poznana.

PAD to wielofunkcyjne peptydy izolowane z odlegtych
ewolucyjnie gatunkéw. Najbardziej znane z nich to przede
wszystkim wystepujace u ssakéw, w tym u naczelnych oraz
u cztowieka dwie gtéwne rodziny: defensyny i katelicy-
dyny [38,95,105,107]. Poczatki badafi nad substancjami
o aktywnosci antydrobnoustrojowej izolowanymi z wy-
dzielin, krwi, leukocytéw i tkanki limfatycznej, przypa-
daja na lata 50—-60 ub.w. Skames i Watson [90] otrzymali
z wielojadrzastych leukocytéw krélika kwasny ekstrakt,
zawierajacy leukine, substancje dziatajaca bakteriobdj-
czo na bakterie Gram-dodatnie. W tym samym czasie
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Tabela 3. Podziati wystepowanie defensyni katelicydyn
u cztowieka [13,66,71]. W tabeli defensyny
zaznaczone sa na niebiesko, a katelicydyny

na czerwono

GRUPA NAZWA
PEPTYDOW pEPTYDU | WYSTEPOWANIE U CZLOWIEKA
Defensyny
typuor | HNP-I s .
HNP-2 granulocyty ($ledziona, grasica, ptuca)
HNP-3
HNP-4 granulocyty
HD-5 } komorki Panetha jelita,
HD-6 uktad rozrodczy
typu 8 HBD-1 skora, ptuca, tchawica,
HBD-2 zotadek (komorki nabtonkowe),
HBD-3 skora, ptuca, migdatki, tchawica
HBD-4 jadra, jama zotadka
Katelicydyny LL-37 granulocyty, ptuca, skora, jadra,
zotadek, limfocyty
hCAP-18 rozne komorki nablonkowe, komorki
tuczne, subpopulacje monocytow i
limfocytow

Hirsch [47], stosujac inna metodeg ekstrakcji, wyizolowat
takze z wielojadrzastych leukocytéw krélika — fagocyty-
n¢. Hirsch wspdlnie z Cohnem [48] scharakteryzowali fa-
gocytyng i stwierdzili, ze dziata ona bakteriobdjczo nie
tylko na bakterie Gram-dodatnie, ale rowniez na Gram-
ujemne. W latach 70 ub.w. pojawita si¢ ogdlniejsza nazwa
dla takich peptydow — peptydy kationowe (CAP). Nazwa
ta stosowana byta dla wielu dziatajacych bakteriobdjczo
peptydow, znajdowanych w cytoplazmatycznych ziarni-
stosciach leukocytéw izolowanych réwniez z innych ssa-
kéw. Wraz z rozwojem badan nad PAD i izolowaniem
ich z najrézniejszych organizméw zywych, nazewnictwo
ich zmieniato sig. W 1985 r. pojawila si¢ w publikacjach
nazwa defensyny, uzyta do scharakteryzowania rodziny
peptydéw antydrobnoustrojowych z charakterystycznym
pofaldowaniem taincucha, przewaznie typu B i mostka-
mi disiarczkowymi [41,87]. Ostatnie lata ubiegtego wie-
ku i poczatek XXI w. charakteryzuje dynamiczny rozwoj
badan nad tymi unikalnymi czasteczkami. Dotyczy on za-
réwno wyizolowania o- i -defensyn [8,74,87] oraz cy-
klicznej 6-defensyny (teta-defensyny) [94,106], znalezie-
nia pierwszej katelicydyny [3,30,57,108], jak i poznania
sekwencji, mechanizméw dziatania i wielu funkcji tych
czasteczek [14,16,73,105].

2. PAD: DEFENSYNY I KATELICYDYNY SSAKOW

Jak juz wspomniano, dwie gléwne rodziny antydrobnoustro-
jowych peptydéw u ssakéw to defensyny i katelicydyny,
ktére znaleziono u myszy, szczuréw, §wini, bydia i matp
oraz u cztowieka [13,16,18,56,88,95] (tabele 1,2). Bardzo
interesujaca defensyna ssakéw wystepuje w ziarnistosciach
neutrofili i monocytéw rezusa, nazwana RTD-1. Jest to 18-
aminokwasowy cykliczny peptyd, lektyna zawierajaca 3
mostki disiarczkowe, w niskich stg¢zeniach dziatajaca bar-
dzo silnie bakteriobdjczo i przeciwgrzybiczo [94].

Defensyny i katelicydyny ssakow wykazuja silne wlasciwosci
bakteriobdjcze. Z badan z uzyciem skaningowej i transmisyj-
nej mikroskopii elektronowej wynika, Ze niektdre z nich, takie
jak katelicydyna krélika CAP 18 czy owcy SMAP29 (przy stg-
zeniu peptydu 10 ug ml™") zabijaja bakterie np. Pseudomonas
aeruginosa (108 cfu ml™") w ciagu 15-90 min [18,44]. W po-
dobnych warunkach bakterie E. coli inkubowane z 3-defen-
syna DEFB118 byty zabijane w ciagu 15 min [18]. Peptydy
te wytwarzane przez rézne komorki czesto dziataja synergi-
stycznie i immunomodulacyjnie, wplywajac zaréwno na od-
pornos¢ wrodzong jak i nabyta wielu organizmdéw [11,77].
O znaczeniu tych peptydéw u ssakéw moga Swiadczy¢ ba-
dania modelowe prowadzone na zwierzgtach. Z badan tych
wynika, ze myszy transgeniczne, ktére wytwarzaty defensy-
n¢ HD-5 cztowieka byty bardziej odporne na infekcje patecz-
kami Salmonella i nie bylo to zwiazane z wytwarzaniem de-
fensyny na wyzszym poziomie niz charakterystycznym dla
myszy [85]. Natomiast myszy bez matrylizyny, enzymu ak-
tywujacego wiele mysich defensyn, byly bardziej wrazliwe
na infekcje jelitowe. Myszy z uposledzonym wytwarzaniem
katelicydyny CRAMP sa wyjatkowo wrazliwe na infekcje
skérne ziarniakami Streptococcus z grupy A [85].

U czlowieka defensyny wystepuja w wielu komdérkach
i tkankach, sa w neutrofilach i ptytkach krwi, w nabton-
ku uktadu oddechowego i moczowo-ptciowego, w prze-
wodzie pokarmowym, a takze w watrobie, skoérze, oraz
w spojéwce oka [4,23,45,54,55,60,66,92,93]. Podziat wy-
stgpujacych u cztowieka defensyn przedstawiono w tab. 3.
U cztowieka i naczelnych wystepuje tylko jedna katelicy-
dyna, ktéra w postaci propeptydu znana jest jako hCAP-
18, a po enzymatycznym uwolnieniu dojrzatego peptydu
jest to LL-37 [46,107].

Na powierzchni ciata cztowieka jest okoto 200 g bakte-
rii. Skora jest bariera chroniaca przed patogenami, a kon-
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stytutywnie wytwarzane w niej defensyny stanowia jej
ochrong chemiczng. Defensyny u czlowieka wydzielane
sa w toju skérnym (sebum) przez gruczoty lojowe i w ten
sposéb zabezpieczaja skorg przed wysuszeniem spowodo-
wanym dziataniem wysokiej temperatury. Defensyny, ta-
kie jak HBD-2 czy HBD-3 i katelicydyna LL-37 sa wy-
twarzane w wysokim st¢zeniu w miejscu infekcji lub urazu
skory, dziataja antybakteryjnie, chemotaktycznie i uczest-
nicza w dziataniach naprawczych [60,67]. Niedobdr defen-
syn w skérze moze by¢ przyczyna wystgpowania tradzi-
ka (acne) [60,81].

W uktadzie trawiennym cztowieka jest okoto 2 kg bakterii,
w tym w okreznicy jest ich ~10" drobnoustrojéw/na g tre-
$ci jelita [13,39]. Dla poréwnania warto przytoczy¢ dane,
ze bakterie dzielg sig Srednio co 20 min, podczas gdy lim-
focyty w najbardziej sprzyjajacych warunkach potrzebu-
janato 6-8 godzin [13]. Organizm gospodarza zatem aby
przezy¢ musi mie¢ obrong efektywna i szybsza niz wzrost
patogenu. Wprawdzie wigkszos¢ bakterii w przewodzie po-
karmowym czlowieka to komensale, co jednak nie zmie-
nia faktu, ze uktad trawienny cztowieka narazony jest na
potencjalne patogeny, ktére pojawiaja si¢ w nim z pozy-
wieniem. Nabtonek Sluzéwki jelita cienkiego z ogromna
iloscia kosmkéw 1 krypt, to potencjalne miejsce wnikania
drobnoustrojéw patogennych. Komarki nabtonkowe jelita,
takie jak enterocyty, komoérki kubkowe i komoérki nabton-
kowe tworzace podstawe krypt Lieberkuhna nazywane ko-
moérkami Panetha, odgrywaja wazna rolg w ochronie przed
patogenami [9,10]. Komérki Panetha poprzez wydzielane
defensyny uczestnicza nie tylko w ochronie komérek pnia
krypt, lecz takze w kontrolowaniu rodzaju i liczby bakte-
rii komensalnych, a takze w wykrywaniu patogenéw oraz
w odpowiedzi obronnej [16]. Defensyny sa wytwarzane
100 razy szybciej niz immunoglobuliny [9], a ich synteza
u cztowieka rozpoczyna si¢ juz w 14—17 tygodniu zycia pto-
du [61]. Obecnos¢ zas katelicydyny LL-37 w ptynie owo-
dniowym oraz w skorze nowo narodzonego niemowlgcia
dziata ochronnie i stanowi wrodzona barierg antydrobno-
ustrojowa [13,62,71,91]. Defensyny syntetyzowane i wy-
dzielane w dwunastnicy, jelicie czczym i jelicie kretym,
wspottworza §luzéwkowa barierg ochronna przed zakaze-
niem drobnoustrojami, a stymulowane bakteriami lub ich
produktami niszcza wnikajace bakterie [27,28,73,75,76].
Wysoki poziom defensyn w komérkach Panetha jest weze-
snym markerem ontogenezy krypt oraz bardzo przydatnym
wskaznikiem réznicowania linii komérek nablonkowych
jelita [75]. U niemowlat, niedojrzatos¢ w syntetyzowaniu
defensyn w jelitach, moze powodowa¢ wzrost ich wraz-
liwosci na infekcje spowodowane przez florg bakteryjna
przewodu pokarmowego [61].

Defensyny u cztowieka sa wytwarzane w tkankach konsty-
tutywnie [29]. Sa one przechowywane (np. HNP1-4, HD5-
6, HBD-1) lub wydzielane, moga by¢ takze indukowane
(HBD-2, LL-37) w odpowiedzi na kontakt z bakteriami lub
ich produktami, takimi jak endotoksyna czy indukowanymi
cytokinami (np. IL-1, IL-6, czy TNF-o) [11,24,57,58,70,
83,111]. Defensyna HBD-3 wystepuje w migsniu sercowym,
w migsniach szkieletowych i w tozysku [57,58]. Defensyny
stanowia 15% bialek neutrofili cztowieka, a 50% biatek zia-
ren azurofilnych i uczestnicza w niezaleznym od tlenu za-
bijaniu sfagocytowanych drobnoustrojéw. Katelicydyny sa
przede wszystkim syntetyzowane i przechowywane w ziar-

nistoscich swoistych neutrofili, cho¢ ludzka katelicydyne
hCAP-18 znajduje si¢ réwniez w komodrkach ztuszczajace-
go si¢ nablonka, w najadrzach i plazmie nasiennej, w ptu-
cach, a takze w keratynocytach podczas stanéw zapalnych
skéry, w komérkach tucznych oraz subpopulacjach mono-
cytow i limfocytéow [30,88]. Defensyny zidentyfikowano
ponadto w pltynach biologicznych, takich jak mocz, pty-
ny oskrzelowe, wydzieliny nosa, czy slina [29,40]. Jak juz
wspomniano wczesniej, defensyny i katelicydyny, to cza-
steczki efektorowe nieswoistej odpornosci inaczej nazy-
wanej odpornoscia wrodzona [36,38,46,66,110]. Peptydy
te stanowia pierwsza lini¢ obrony u cztowieka i charak-
teryzuja si¢ szerokim zakresem dziatania, chronia przed
patogenami oraz kontroluja naturalng florg, czgsto dziata-
jac synergistycznie [7]. Wytwarzane przez rézne komor-
ki moga stanowi¢ skuteczna ochrong¢ przed mechanizma-
mi opornosci drobnoustrojéw.

Wykazano, ze niedobory defensyn czy katelicydyn u czlo-
wieka moga by¢ traktowane jako jedna z przyczyn wysta-
pienia objawéw chorobowych, np. w przypadku alergii ato-
powych czy w chorobie Kostmana [13]. Choroba Kostmana
to choroba genetyczna, zdiagnozowana u niemowlat, cha-
rakteryzujaca si¢ zahamowaniem dojrzewania promielo-
cytow do mielocytow, jesli jest nieleczona prowadzi do
Smierci dziecka ponizej pierwszego roku zycia. Pacjenci
leczeni cierpia na nawracajace infekcje, a w wieku doro-
stym na choroby przyzebia. Okazato sig, ze pacjenci z cho-
roba Kostmana nie wytwarzaja katelicydyny LL-37. Brak
LL-37 w §linie moze by¢ zatem odzwierciedleniem skta-
du granulocytéw i stanowié¢ w przypadku tej choroby bar-
dzo dobry wskaznik diagnostyczny [13].

Stwierdzono takze, Ze u pacjentéw z atopowym zapaleniem
skory uposledzona jest ekspresja katelicydyn i w zwiazku
z tym czgste sa u nich wtdrne infekcje bakteryjne. Redukcja
a-defensyn w komérkach Panetha ma zwiazek przyczy-
nowy z nieswoistym, chronicznym i dtugotrwatym owrzo-
dzeniem przewodu pokarmowego, nazywanym choroba
Lesniowskiego-Crohna [99,100].

Natomiast u pacjentéw ze zwtdéknieniem torbielowatym,
nazywanym tez mukowiscydoza (CF-cystic fibrosis), u kt6-
rych wystepuja infekcje uktadu oddechowego spowodo-
wane najczesciej przez bakterie z gatunku Pseudomonas
aeruginosa, stwierdzono redukcj¢ aktywnosci defensyn
i katelicydyn [4]. Obnizenie przeciwbakteryjnej aktyw-
nosci wymienionych peptydow jest nastgpstwem ich inak-
tywacji, spowodowanej wysokim st¢zeniem chlorku sodu
wystgpujacym w otoczeniu nabtonka uktadu oddechowe-
go chorych z CF [97].

3. SYNTEZA, STRUKTURA | FUNKCJE DEFENSYN | KATELICYDYN

Peptydy antydrobnoustrojowe sa syntetyzowane w posta-
ci trzydomenowego propeptydu z N-konicowa sekwen-
cja sygnalowa, fragmentem anionowym oraz C-koricowa
dojrzala kationowa defensyna. W wielu przypadkach pro-
peptyd ma tadunek zréwnowazony, co wazne jest dla po-
fatdowania i chroni go przed interakcjami z membranami
wewnatrz komorki. Geny odpowiedzialne za syntezeg de-
fensyn sa wysokopolimorficzne. Ogdlnie defensyny sa ko-
dowane przez geny kilkueksonowe, najczg¢sciej dwuekso-
nowe, z ktérych pierwszy koduje hydrofobowa sekwencje
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Ryc. 1. Budowa prekursora katelicydyny

sygnalowa, natomiast drugi ekson koduje motyw cysteino-
wy. Defensyny jelitowe cztowieka i myszy sa kodowane
przez gen dwueksonowy. Geny kodujace defensyny neu-
trofili cztowieka, Swinki morskiej i krélika to tréjeksono-
we geny wielkosci 3000 pz. Trzeci ekson genu koduje doj-
rzaty peptyd, a dwa pierwsze eksony koduja dwie pierwsze
domeny propeptydu defensyn neutrofili [77]. U cztowie-
ka znanych jest 8 genéw kodujacych defensyny, wystgpu-
jacych w skupiskach i zlokalizowanych na chromosomie
8p23 [38,39,55]. Defensyny to ewolucyjnie stare sktadni-
ki uktadu odpornosciowego wielu gatunkéw.

Geny odpowiedzialne za syntezg¢ katelicydyn to czte-
roeksonowe geny o wielkosci okoto 2000 pz [13].
Wysokokonserwatywne eksony 1,2 i 3 genu katelicydyn ko-
duja sekwencjg sygnatowa i domeng katelinowa, natomiast
zmienny czwarty ekson koduje dojrzaty peptyd [67,77].
Katelicydyny podobnie jak defensyny sa réwniez synte-
tyzowane w postaci propeptydu, w sktad ktérego wcho-
dzi ~30-aminokwasowy peptyd sygnatowy, 94—144-amino-
kwasowa domena katelinowa oraz 12—100-aminokwasowy
PAD (ryc. 1).

Katelicydyny w odréznieniu od defensyn, sa w postaci pro-
peptydu przechowywane. Propeptyd nie ma wilasciwosci
bakteriobdjczych [108].

Dojrzate peptydy o wilasciwosciach antydrobnoustrojo-
wych (PAD) uwalniane sa z propeptydu dzigki dziataniu
enzymow, takich jak elastaza czy proteinaza 3. Peptydy, te
moga wystgpowac albo w postaci amfipatycznej o-helisy
jak: LL-37 cztowieka, CAP18 krélika, mCRAMP myszy,
SMAP29 owcy, RL-37 rezusa; albo jako peptydy z 2—4
mostkami disiarczkowymi i a-helisa, jak CAP11 §winki
morskiej. Moga one réwniez charakteryzowac si¢ duza
ilo$cia aminokwasow jednego typu, tak jak bogate w pro-
ling peptydy: PR-39, profenina 1 i profenina 2 wystgpuja-
ce u Swini, Bac5 i Bac7 wolu, czy tez jako peptydy z petla
stabilizowana przez mostek disiarczkowy jak protegryny

Swini [72,107]. Katelicydyny ssakéw jest to duza grupa
(>10) zréznicowana pod wzgledem struktury drugorzedo-
wej. Jedynie w neutrofilach myszy (mCRAMP) i cztowie-
ka (hCAP18 — propeptyd i LL-37 — dojrzaty peptyd, tabe-
la 3) wystepuje tylko jedna katelicydyna [19].

Podziat rodziny defensyn ssakéw oparty na obecnosci okre-
Slonej liczby cystein i mostkéw disiarczkowych wyrdznia
3 podrodziny defensyn: typu o, 31 6 (tabela 1). Do defen-
syn typu o zaliczono peptydy neutrofili cztowieka: HNP-
1, HNP-2, HNP-3 i HNP-4 oraz defensyny syntetyzowane
w komoérkach Panetha jelita cztowieka, takie jak HD-5, HD-
6 czy NP-1 myszy [102]. Sa to peptydy z trzema mostka-
mi S-S utworzonymi migdzy cysteinami w pozycjach 1-6,
2-4i3-5 [91]. Druga podrodzina to defensyny typu 3 np.
HBD-1, HBD-2, czy HBD-3 syntetyzowane u cztowieka
przez wiele komérek nabtonkowych i obecne w skérze, tcha-
wicy, ptucach, zotadku czy migdatkach. Te peptydy maja
réwniez 6 cystein, ktére tworza mostki migdzy cysteinami
w pozycjach 1-5, 2—4 i 3—6. Trzecia z podrodzin to defen-
syny typu 0, jak wspominana juz w poprzednim rozdziale
cykliczna defensyna RTD-1 (tabela 1) [20,94].

Defensyny i katelicydyny ssakéw, w tym naczelnych i czto-
wieka to peptydy réznej wielkosci o szerokim zakresie
dziatania [55,103,104,105] (ryc. 2). Peptydy te dziataja an-
tybakteryjnie [33,84] na bakterie Gram-ujemne (E. coli,
Salmonella enterica ser. Typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa) i Gram-dodatnie (Staphylococcus aureus)
[24,44,73], dzialaja antywirusowo, szczegdlnie na wiru-
sy ostonkowe (grypy, HIV) [22,98,105]. Defensyny wy-
kazuja nie tylko dziatanie antybakteryjne i przeciwwi-
rusowe, ale takze przeciwgrzybicze (Candida albicans)
i przeciwpasozytnicze na pasozyty z rodzaju Plasmodium
i Leishmania [26,29,82].

W badaniach przeprowadzanych zaréwno in vitro jak i in
vivo stwierdzono, ze peptydy te dziataja chemotaktycznie
na neutrofile i komorki T, aktywuja komorki dendrytyczne,
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Ryc. 2. Réznorodnos¢ funkgji defensyn i katelicydyn ssakéw

powoduja degranulacj¢ mastocytéw i uwalnianie histaminy,
hamuja oksydaz¢ neutrofili, a takze uczestnicza w naprawie
uszkodzeni i dzialaja proangiogennie [1,2,12,32]. Ponadto
dziataja opsonizacyjnie na bakterie oraz biora udzial w in-
terakcji z komplementem, dziataja réwniez cytotoksycznie
[3,13,55,107]. Stwierdzono takze, ze peptydy te neutralizu-
ja endotoksyng (LPS, lipopolisacharyd) uwalniang podczas
lizy komérki bakterii [5,21,35] oraz neutralizuja toksyne
Bacillus anthracis [53]. Badania mechanizmu neutralizacji
endotoksyny za pomoca syntetycznych peptydéw, takich jak
NK-lizyna i katelicydyny (CAP18 i CAP11) przeprowadzone
zaréwno in vitro jak i na modelach ze zwierz¢tami doswiad-
czalnymi, pozwalaja sadzi¢, ze peptydy te blokujac wigza-
nie LPS do komérek CD14+ hamuja wytwarzanie cytokin
przez te komorki i w zwiazku z tym moga by¢ w przyszto-
Sci wykorzystane do leczenia pacjentéw z posocznica [5,64].
Zastosowanie syntetycznej granulizyny do neutralizacja LPS
bakterii Gram-ujemnych potwierdza mozliwos¢ uzycia tego
peptydu do leczenia wstrzasu septycznego [21]. Defensyny
wykazuja ponadto dziatanie immunomodulatorowe na uktad
odpornosciowy [11,75,103]. Niektére z nich hamuja synteze
DNA lub syntezg bialek gospodarza, moga regulowac eks-
presje genéw kinaz i regulatoréw cyklu komérkowego, a tak-
ze wykazuja dzialanie antynowotworowe [26,50].

Jak juz wspomniano wczesniej peptydy te wptywaja za-
réwno na odpornos¢ wrodzona jak i nabyta wielu organi-
zmow [11,78]. Rola ich w odpornosci wrodzonej polega na
zabijaniu drobnoustrojéw, gtéwnie poprzez destabilizacje
ich btony komérkowej i wskutek synergistycznego dzia-
tania miedzy indywidualnym peptydem i innymi czynni-
kami gospodarza, takimi jak np. lizozym [44]. Ponadto,
niektére peptydy wchodza w interakcje¢ z komoérkami go-

spodarza, stymulujac wzrost ekspresji produktéw swoistych
gendw, wliczajac w to swoiste chemokiny, receptory che-
mokin, integryny i czynniki transkrypcyjne. W ten sposéb
peptydy te petnia funkcje efektorowe [32,44]. Defensyny
maja réwniez wptyw na odpornos¢ nabyta przez wzma-
ganie swoistej odpowiedzi przeciwciat i zapoczatkowanie
dojrzewania komorek dendrytycznych [104]. Interferencja
ze szlakami sygnalowymi receptoréow typu Toll oraz sty-
mulacja ekspresji czasteczek adhezyjnych i cytokin musza
by¢ brane pod uwagg w procesie przygotowywania nowych
lekéw opartych na naturalnych strukturach PAD.

Defensyny moga takze by¢ szkodliwe [69]. W przypadku
zakazenia §luzéwki zotadka pacjentéw przez Helicobacter
pylori to defensyna HBD-2 moze dziata¢ jako mediator pro-
zapalny i razem z komérkami dendrytycznymi uczestniczy¢
w przekazywaniu sygnatu z powierzchni §luzéwki do btony
podstawnej, gléwnego miejsca uszkodzenia Sluzowki zotad-
ka [69]. Mechanizm, za pomoca ktérego defensyny wpty-
waja na zwigkszona infiltracje komorek nabtonka przez ko-
morki dendrytyczne, nie jest doktadnie poznany. Uwaza sig,
ze swoistos$¢ migracji komérek dendrytycznych jest kontro-
lowana przez interakcj¢ defensyn ze swoistymi receptora-
mi. Takim receptorem B-defensyn jest receptor chemokin
CCR6 [50,63]. W zwiazku z tym, ze wykazano podwyzszo-
ny poziom defensyny -6 w surowicy pacjentéw z rakiem
okreznicy, sugeruje sig, ze defensyna ta moze by¢ uwazana
za marker diagnostyczny tego schorzenia [65].

4. MECHANIZM DZIALANIA DEFENSYN | KATELICYDYN

Og6lna zasada mechanizmu antydrobnoustrojowego dzia-
tania defensyn i katelicydyn, podobnie jak innych PAD,
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Ryc. 3. Sposoby dziatania PAD na ostone bakterii Gram-ujemnych. Uzyte skréty: LPS — lipopolisacharyd, BZ — btona zewnetrzna, PP — przestrzen
peryplazmatyczna, BC — btona cytoplazmatyczna, FL — fosfolipid, PAD — peptyd antydrobnoustrojowy

nazywanych czasem , litycznymi peptydami”, polega na
dezintegracji (uszkadzaniu i wytwarzaniu kanatéw) osto-
ny komoérkowej drobnoustrojow, wobec ktérych peptydy
te sa aktywne [78,110]. Defensyny i katelicydyny, tak jak
pozostate PAD, nie dziataja na btong komdrkowa gospo-
darza. Wigkszos¢ bton komérkowych drobnoustrojéw jest
zbudowana z fosfolipidéw kwasnych, podczas gdy wigk-
szo$¢ PAD to kationowe peptydy. Oddzialywania elektro-
statyczne kationowych peptydéw i ujemnie natadowanych
lipidéw btony komérkowej drobnoustroju, umozliwiaja Sci-
sle, réwnolegte przyleganie peptydéw i zakotwiczenie si¢
ich w btonie komérkowej drobnoustroju lub neutralizacje
tadunku btony. Kolejno nastgpuje zmiana struktury drugo-
i trzeciorzedowej peptydu, ktéry zmienia swoja orientacje
na prostopadta i wbudowujac si¢ w dwuwarstwe lipido-
wa tworzy transmembranowe pory. W przypadku bakte-
rii Gram-ujemnych peptyd moze przemieszczac si¢ przez
btong zewngtrzna, a po przejsciu warstwy peptydoglika-
nu przenikaé przez btong cytoplazmatyczna do cytopla-
zmy komorki bakteryjnej (ryc. 3A).

Badania nad interakcjami PAD z blonami komérkowymi
w przypadku pojedynczych peptydéw wskazuja na znacz-
na heterogennos¢ oddziatywan [26,44]. Obecnie uwaza
si¢, ze istnieje kilka mechanizméw przenikania peptydow
przez blong cytoplazmatyczng [18,38, 39,42,101]. Jeden
z nich to mechanizm ,.klepek beczki” (barrel stave), kt6-
ry polega na gromadzeniu si¢ peptydéw na ksztatt klepek
beczki, wowczas niepolarne czgsci wyscielaja lipidy bto-

ny, podczas gdy hydrofilowa wewngtrzna powierzchnia
tworzy szczeliny (ryc. 3B) [18]. Inny mechanizm to ta-
czenie si¢ kanaléw — peptydy po potaczeniu si¢ z blona
cytoplazmatyczna tworza skupiska, a nastgpnie wytwa-
rzaja w niej szczeliny, wnikajac tym samym do wnetrza
komorki [101]. W wyniku kumulacji peptydéw w blonie
tworza si¢ struktury bardzo réznorodnie opisywane jako
kanaty, tratwy lub taty peptydéw. Natomiast w mechani-
zmie ,,dywanowym” (ryc. 3C) peptydy nie wbudowuja
si¢ w btone, lecz ustawione réwnolegle do blony komor-
kowej drobnoustroju pokrywaja szczelnie jej powierzch-
ni¢ wywierajac nacisk, w wyniku ktérego nastgpuje zata-
manie si¢ konstrukcji i wyciekanie sktadnikéw cytoplazmy
[38,39]. Trzy mechanizmy dziatania wywotuja podobny
efekt. Na skutek wytworzenia kanatéw nastgpuje uszko-
dzenie blony i jej dezintegracja oraz depolaryzacja, powo-
dujace nieodwracalne zmiany, a w dalszej konsekwencji
$mier¢ drobnoustroju. Dziatanie defensyn i katelicydyn na
komorki bakterii polega przede wszystkim na uszkodze-
niu btony cytoplazmatycznej drobnoustroju. Nalezy nad-
mienié, ze defensyny i katelicydyny poza mechanizmami
dziatania zwigzanymi z btonami, moga takze aktywowac
czynniki zewnatrzkomoérkowe: autolizyny fosfolipazy A2.
Katelicydyny PR-39, PR-26 i indolicydyna maja wptyw na
syntezg biatek drobnoustroju i indukuja degradacje niekto-
rych biatek koniecznych do replikacji DNA patogenu [18].
Defensyny HNP-1, HNP-2 moga redukowa¢ DNA, RNA
i synteze biatek, a HNP-1 hamuje takze syntezg perypla-
zmatycznej -galaktozydazy [18,26].
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Ryc. 4. Sposoby uzyskiwania przez bakterie opornoéci na defensyny i katelicydyny

5. MECHANIZMY OPORNOSCI BAKTERII NA DEFENSYNY
| KATELICYDYNY

Nalezy zauwazy¢, ze bakteriom nie jest fatwo zmienié
strukturg czy sktad ich blony by ,,obroni¢ si¢” przed anty-
bakteryjnym peptydem, w odréznieniu od mechanizméw
obronnych organizméw wielokomérkowych [109]. Jest to
tym trudniejsze, ze réznorodnos¢ PAD syntetyzowanych
w przyrodzie przez wiele odleglych ewolucyjnie organi-
zmow, moze stanowi¢ skuteczng ochrong przed mecha-
nizmami opornosci drobnoustrojéw. W zwiazku z tym
u bakterii istniejg rézne strategie ograniczajace nie tylko
wiazanie si¢ defensyn i katelicydyn do ich powierzchni,
jak i wbudowywanie si¢ tych peptydéw w ostong komor-
ki bakterii, a takze zmiany przepuszczalnosci btony bak-
terii maja stanowi¢ ochrong bakterii przed peptydami an-
tydrobnoustrojowymi [43,80].

Jednym z potencjalnych mechanizméw obrony bakterii przed
peptydami antydrobnoustrojowymi, jest modyfikacja zazwy-
czaj anionowych skladnikéw $ciany komodrkowej na czasteczki
kationowe. Efektem tej modyfikacji bedzie zmiana tadunku
netto $ciany komodrkowej bakterii oraz obnizenie atrakcyj-
nosci takiej Sciany komoérkowej dla peptydéw antydrobno-
ustrojowych, co stwierdzono w przypadku szczepdw bakte-
rii z rodzaju Staphylococcus czy Salmonella [67,80]. Zmiana
fadunku $ciany bakterii Gram-ujemnych i zwigzana z tym
opornos¢ na katelicydyny, moze zachodzi¢ takze w wyniku
acylacji lipidu A lipopolisacharydu lub przez redukcje ptyn-
nosci btony zewngtrznej skutkiem wzrostu oddziatywan hy-
drofobowych miedzy wzrastajaca liczba acylowanych cza-
steczek lipidu A [18,34]. Natomiast w przypadku niektérych
szczepow Klebsiella pneumoniae otoczka polisacharydowa
chroni bakterie przed dziataniem defensyn HNP-1 czy HBD-
1, podczas gdy bezotoczkowe mutanty sa wrazliwe na dziata-
nie tych peptydéw. U bakterii Yersinia enterocolitica wzrost
opornosci na PAD wiaze si¢ ze zmianami dotyczacymi wy-
twarzania biatek btony zewngtrznej i opornosc ta jest sko-
relowana z obecnoscia plazmidu (70kb) [18]. W przypadku
bakterii Gram-dodatnich, np. Staphylococcus aureus, taka
zmiana tadunku netto §ciany komdérkowej bakterii moze by¢
zwigzana z wbudowaniem D-alaniny do kwaséw lipotejcho-

jowych lub L-lizyny do fosfatydyloglicerolu [34,57,58,80].
Staphylococcus aureus wytwarza ponadto stafylokinazy (se-
rynowe proteinazy), ktére indukuja najpierw uwalnianie o-
defensyn z leukocytéw wielojadrzastych, a potem kolejno na-
stgpuje wiazanie stafylokinaz z o-defensynami i tworzenie
komplekséw. Biologiczna konsekwencja tej interakcji jest
zupetna neutralizacja bakteriobdjczego dziatania o-defen-
syn [52]. Mozna zatem stwierdzi¢, ze wytwarzanie stafylo-
kinaz jest sposobem gronkowca ztocistego na obrong przed
defensynami. Szczepy Staphylococcus aureus wytwarzaja-
ce znaczne ilosci aureolizyny sa mniej wrazliwe na dziata-
nie katelicydyny LL-37, niz szczepy tego samego gatunku
bakterii bez tej metaloproteinazy [52]. Natomiast bakterie
Neisseria gonorrhoeae wykorzystuja pompy transportowe
(wyrzutowe) do usuwania katelicydyn i w ten sposéb unikaja
gromadzenia si¢ peptydéw [67,89]. Niektore bakterie, takie
jak Salmonella enterica, Proteus mirabilis czy Streptococcus
pyogenes zawieraja proteazy, ktore maja zdolnos¢ degradacji
ludzkiej katelicydyny LL-37 [86]. Pozakomdrkowe proteazy
uwalniane przez Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
faecalis i Enterococcus faecalis degradujg u cztowieka pro-
teoglikany macierzy zewnatrzkomoérkowej i uwalniaja po-
lianionowa czasteczke siarczanu dermatanu, ktéra ma zdol-
no$¢ hamowania aktywnosci defensyn [57,58]. Natomiast
niektére szczepy Streptococcus pyogenes wydzielaja bial-
ko hamujace dziatanie komplementu SIC, ktére ma zdol-
no$¢ wiazania si¢ do LL-37 i blokowania antybakteryjnego
dziatania katelicydyny [18,86]. W celu uniknigcia antybak-
teryjnego dziatania katelicydyn patogenne szczepy Shigella
wykorzystuja unikalng strategi¢ polegajaca na obnizeniu na
poziomie mRNA wytwarzania LL-37 w komdrkach nabton-
kowych okr¢znicy [51,67]. Sposoby uzyskiwania przez bak-
terie opornosci na defensyny i katelicydyny schematycznie
przedstawione sa na ryc. 4.

Bakteryjne mechanizmy neutralizacji defensyn i innych
endogennych peptydéw ksztattowaty si¢ od milionéw lat,
dlatego nie jest niczym szczegdlnym zjawisko pojawiania
si¢ po uptywie dluzszego czasu opornosci na jeden czy
wigcej takich peptydéw w niektérych grupach bakterii
[55,79]. W ciagu kilku lat stosowania jako leku np. peni-
cyliny bardzo znacznie wzrosta liczba szczepéw bakterii
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Tabela 4. Defensyny i katelicydyny jako leki, aktualne badania kliniczne wg [25,101]

FIRMA CEL I STATUS BADAN

NAZWA PEPTYDU| FARMACEUTYCZNA KLINICZNYCH

leczenie infekcji w przypadku
Pexiganan (MSI-78) Genaera, USA ,.stopy cukrzycowe;j”,

stosowanie miejscowe, 111
MBI-594AN . L. tradzik, stosowanie miejscowe, II
MBI-226 Micrologic Biotech., Kanada infekcje spowodowane uzyciem

Micrologic Biotech., Kanada cewnika, 11
Neuprex Xoma Corp., USA meningokokowe zapalenie opon, 111
P-113 grzybica jamy ustnej,
(analog histatyny) Demegen, USA zapalenie §luzowki, I1
. sepsa, II1, zapalenie wsierdzia

Daptomygln Cubist Pharmaceut., USA bakteriami Gram (+), leczenie
Heliomycin Entomed, Francja antybakteryjne,

badania przedkliniczne
Enfuvirtide (T-20) Durham, USA anty-HIV, IlI-zakonczony

zapalenie $luzoéwki, stosowany
Iseganan _ doustnie, 11, infekcje ptuc
(IB-36, protegryna) Intrabiotics, USA w przypadku mukowiscydozy,

inhalacje, II

opornych na ten antybiotyk. Zaktadajac, ze poziom produk-
cji penicyliny na naszej planecie zanim zaczgto stosowac ja
jako lek, byt bardzo niski, mozna powiedzieé, ze mutacja
opornosci na penicyling pojawita si¢ stosunkowo szybko.
Poréwnujac z tym szybko$¢ pojawiania si¢ szczepow opor-
nych na obecne w przyrodzie od milionéw lat peptydy an-
tydrobnoustrojowe, mozna zauwazy¢, ze opornos¢ bakterii
na te peptydy pojawia si¢ jednak powoli [109].

6. PEPTYDY ANTYDROBNOUSTROJOWE JAKO LEKI

Jak juz wspomniano, wymienione w tytule pracy wielo-
funkcyjne peptydy, wystgpujace u ssakow i wielu innych
odlegtych ewolucyjnie gatunkéw, stanowia pierwsza linie
obrony. Te czasteczki efektorowe odpornosci nieswoistej
o szerokim zakresie dziatania, chroniace przed patogena-
mi i kontrolujace naturalna florg, czgsto dziataja synergi-
stycznie, a wytwarzane przez rézne komoérki moga stanowic
ochrong przed mechanizmami opornosci drobnoustrojow.
Defensyny i katelicydyny, podobnie jak inne PAD charak-
teryzuje wiele atrakcyjnych cech, takich jak niska masa
czasteczkowa, szeroki zakres dzialania, opornos¢ na pro-
teolizg, ograniczona ze wzgledu na swoisto$¢ dziatania
immunogennos$¢ oraz to, ze wigkszos$¢ z nich to peptydy
ogdlnoustrojowe. Zaktadajac, ze peptydy te sa powszech-
nie obecne w przyrodzie od milionéw lat i opornos¢ na
PAD wsréd szczepow bakterii pojawia si¢ bardzo wolno

[19], mozna przypuszczad, ze PAD maja cechy idealnego
leku, ktéry nie tylko zabija bakterie, ale takze neutralizuje
uwalniang przez bakterie endotoksyng [21]. Warto podkre-
§li¢, ze badanie procesow zyciowych daje szczegdlng moz-
liwos¢ wykorzystania naturalnych wzorcéw jako leki [109].
Nalezy takze dodaé, ze w dobie szerokiego stosowania an-
tybiotykow, kiedy bardzo szybko wzrasta liczba opornych
na nie szczepdw bakterii, istnieje realna potrzeba zastoso-
wania nowych lekéw, jakimi moga by¢é PAD. Chemiczna
synteza peptydéw lub zastosowanie metod rekombinacyj-
nych umozliwia uzyskanie takich lekéw. Nalezy opracowac
odpowiednia formute podania leku, by skutecznie dotart
do komorki docelowej, poniewaz naturalne peptydy anty-
drobnoustrojowe czgsto moga petni¢ swoja funkcje dzig-
ki wewnatrzleukocytarnemu czy wewnatrznabtonkowemu
umiejscowieniu. Komérki te sg przyciagane do miejsca za-
kazenia lub bakterie stymuluja ekspresje PAD. Natomiast
chemicznie syntetyzowana czasteczka takiego samego pep-
tydu podana np. dozylnie, musiataby rozprzestrzeniac si¢
przez zdrowe tkanki do miejsca zakazenia i wtedy jej ta-
dunek mégtby spowalniaé przenikanie do zakazonych tka-
nek. Stad wazne jest dalsze doskonalenie tych ,,naturalnych
antybiotykéw” zaréwno pod wzgledem sposobu ich uzy-
skiwania jak i sposobu podawania [26,101].

Na uwage zastuguje mozliwos¢ zastosowania omawianych
peptydéw w czestych zakazeniach gérnych drég oddecho-
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wych, na ktére zapada rocznie np. w USA okoto 2 mln lu-
dzi, a koszty leczenia siggaja 4,5 miliarda dolaréw [7,19].
Tego rodzaju zakazenia sg tez najczestszymi infekcjami
szpitalnymi, stanowiac duze zagrozenie dla hospitalizowa-
nych pacjentéw [19]. Jak juz wczesniej wspomniano, za-
stosowanie syntetycznej granulizyny do neutralizacji LPS
bakterii Gram-ujemnych stwarza réwniez mozliwos¢ jej
uzycia do leczenia wstrzasu septycznego [21]. Wiele firm
farmaceutycznych prowadzi badania nad zastosowaniem
peptydéw antydrobnoustrojowych w terapii niektérych
schorzen. Wiele syntetyzowanych peptydow jest w ostat-
niej fazie badan klinicznych w leczeniu owrzodzen w przy-
padku ,,stopy cukrzycowej” (MSI-78, Cytolex), w zapale-
niu §luzéwki jamy ustnej, w meningokokowym zapaleniu
opon mézgowych, a takze sa stosowane w przypadku za-
kazen zwigzanych z uzyciem cewnika (MBI-226), w le-
czeniu powaznych zakazen tradzikowych (MBI-594 AN)
oraz w naprawie zniszczenn komorek nabtonkowych w roz-
legtych oparzeniach (Isenagan, protegryna nalezaca do ka-
telicydyn) (tabela 4). Na szczegdlna uwage zastuguje lek
o nazwie Enfuvirtide (Fuzeon, T20), dla ktérego badania
kliniczne sa juz zakoriczone i stosowany jest do leczenia
pacjentéw z HIV [25,101] (tabela 4).

PismiennicTWO

Biragyn [11] oraz Bowdish i wsp, [16] sugeruja, ze defen-
syny ze wzgledu na szczegélne wtasciwosci biologicz-
ne (immunomodulatorowe, zdolno$¢ wzmagania wiasci-
wosci immunologicznych) moga by¢ atrakcyjne nie tylko
jako leki, lecz takze jako potencjalne adiuwanty lub no-
$niki do szczepionek. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci
peptydy te moga znaleZé zastosowanie takze w hodowli
roslin (np. tyton transgeniczny z cekropinami, magainina-
mi czy dermaseptynami oporny na Pseudomonas syringae
pv. tabaci), w hodowli zwierzat (ryby z PAD odporne na
infekcje). Bakteriocyny, wytwarzane przez bakterie mle-
kowe (lacticin, ambicin) juz znalazty zastosowanie w prze-
mysle spozywczym jako konserwanty [77]. Inng dobrze
znana w przemysle spozywczym bakteriocynag jest nizy-
na, nalezaca do grupy antybiotykéw [77]. Uwaza sig, ze
przysztos¢ peptydéw antydrobnoustrojowych to transfer
gendw i produkcja na duza skalg oraz identyfikacja selek-
tywnych induktoréw [77]. Jednak, zanim peptydy — de-
fensyny i katelicydyny znajda si¢ na pétkach aptek jako
leki ogélnodostepne, nalezy rozwiazaé jeszcze niektd-
re problemy z nimi zwigzane, takie jak stabilno$¢ pep-
tydéw, wzajemne oddzialywania, efektywnos¢ dziatania
czy koszty produkcji.
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