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STRESZCZENIE

SLOWA KLUCZOWE: Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides — AMPs)
tuszezyca, atopowe to struktury stanowiace naturalne skiadniki ukltadu odpornosciowe-
zapalenie skory, peptydy go organizmoéw z krolestwa Procariota i Eucariota. Ludzki organizm
przeciwdrobnoustrojowe, jest wyposazony w ponad 100 AMPs, bedacych integralnym elemen-
defensyny, katelicydyny. tem odpornosci wrodzonej. Do gtéwnych peptydéw w skorze naleza

B-defensyny i katelicydyny. Wytwarzane sg one w takich komorkach,
KEY WORDS: jak keratynocyty, gruczoly potowe, neutrofile, monocyty, komérki NK
psoriasis, atopic dermatitis, i mastocyty. Wiekszosé¢ z nich ma dziatanie przeciwbakteryjne, prze-
antimicrobial peptides, defensins,  ciwgrzybicze, przeciwwirusowe i przeciwpasozytnicze. Zdolnos¢ zabi-
cathelicidin. jania bakterii polega na przenikaniu i niszczeniu ich blony komérkowej

w odréznieniu od tradycyjnych antybiotykéw, ktére dziataja poprzez
wigzanie ze specyficzng strukturg komoérkowa. Peptydy przeciwdrob-
noustrojowe odgrywaja role w patogenezie licznych choréb skoéry,
m.in. atopowego zapalenia skéry, tuszczycy, tradziku rézowatego.
Brak konkretnego celu molekularnego w komoérce bakteryjnej minima-
lizuje ryzyko rozwoju opornosci, dlatego tez AMPs staly sie w ostatnim
dwudziestoleciu przedmiotem intensywnych badan laboratoryjnych.

ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are natural components of the immune
system of organisms from the prokaryotic and eukaryotic kingdom:s.
The human body is equipped with more than 100 antimicrobial pep-
tides that are an integral part of innate immunity. The main AMP fami-
lies in human skin are $-defensins and cathelicidins. They are produced
in cells such as keratinocytes, sweat glands, neutrophils, monocytes,
NK cells and mast cells. Their particular function is a broad spectrum of

ADRES DO KORESPONDENC]!: antibacterial as well as antifungal, antiviral and antiprotozoal activity.
Izabela Blazewicz The ability to kill bacteria involves penetration and destruction of the
Katedra i Klinika Dermatologii, cell membrane, as opposed to traditional antibiotics that act by binding
Wenerologii i Alergologii to specific cell structure. The antimicrobial peptides are involved in the
Gdanski Uniwersytet Medyczny pathogenesis of various skin diseases, including atopic dermatitis, pso-
ul. Debinki 7, Gdarsk riasis, and rosacea. The lack of a specific molecular target in a bacterial
tel.: +48 58 349 25 80 cell minimizes the risk of resistance development; hence the AMPs have
e-mail: izabela.blazewicz@wp.pl become the target of intensive research in the last two decades.
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WPROWADZENIE

Skora jest najwiekszym organem ludzkiego orga-
nizmu i bariera dla czynnikéw chemicznych, fizycz-
nychibiologicznych. Niezwykle istotna funkcja skory
jest produkcja naturalnych peptydéw przeciwdrob-
noustrojowych (ang. antimicrobial peptides - AMPs):
B-defensyn (HBDs), katelicydyn (LL-37), lizozymu,
RNazy 7, elafiny, psoriazyny, dermicyny, adreno-
meduliny i inhibitoréw proteaz leukocytarnych.
Wydzielanie AMPs jest stymulowane przez uraz
badz czynniki infekcyjne (bakterie, grzyby, wirusy,
pasozyty). Oproécz wiasciwosci przeciwdrobnoustro-
jowych AMPs maja zdolnosé stymulacji wydzielania
cytokin, migracji i proliferacji komoérek, ich réznico-
wania, pobudzania angiogenezy oraz gojenia ran.
W duzych stezeniach powoduja lize komérek nowo-
tworowych [1, 2]. Zaburzenia produkcji AMPs maja
wplyw na patogeneze wielu choréb skory. Zwiek-
szona ekspresja AMPs w tuszczycy koreluje z malg
podatnoscia na infekcyjne choroby skéry u pacjen-
tow z ta dermatoza. Odmienng sytuacje obserwuje
sie u chorych na atopowe zapalenie skory, u ktérych
obnizony poziom LL-37 i HBD-2 sprzyja czestym in-
fekcjom bakteryjnym i wirusowym. Z kolei defekt
ekspresji katelicydyn od niedawna jest uznawany za
istotny w patogenezie tradziku rézowatego. W pis-
miennictwie dostepne sa pojedyncze prace poszuku-
jace zwigzku miedzy ekspresja AMPs a patogeneza
takich schorzen, jak toczefi rumieniowaty ukltadowy,
tradzik odwrécony, owrzodzenia w przebiegu stopy
cukrzycowej oraz przewleklej niewydolnosci zylnej,
choroby gronkowcowe i wirusowe skory.

BUDOWA

Naturalnie wystepujace AMPs moga sie charak-
teryzowad rézna wielkoscia lub tez budowsg, jednak
w znacznej wiekszosci substancje te zawieraja od
12 do 50 aminokwaséw w czasteczce. Gtéwnie sg to
peptydy o fadunku dodatnim (od +2 do +9), z domi-
nujacym udziatem kationowych reszt argininy oraz
lizyny i w okoto 50% z udzialem reszt hydrofobo-
wych [3, 4]. Wymienione wlasciwosci sprawiaja, ze
substancje te moga sie wigzac¢ z ujemnie naltadowana
powierzchnia komoérek docelowych. W przypadku
bakterii Gram-dodatnich peptydy oddziatujg z kwa-
sem tejchojowym i peptydoglikanem, wypierajac
jony dwuwartosciowe i umozliwiajac jednoczesnie
wigzanie z ujemnie naladowanymi lipidami znajdu-
jacymi sie po zewnetrznej stronie blony komoérko-
wej. W przypadku bakterii Gram-ujemnych AMPs
oddziatujq z lipopolisacharydem (LPS), réwniez wy-
pierajac stabilizujace go jony dwuwartosciowe, nato-
miast aktywnosé przeciwnowotworowa AMPs jest
rezultatem wigzania sie komérek nowotworowych
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z ujemnie natadowanymi lipidami w btonach [5]. Ze

wzgledu na budowe aminokwasowa oraz oznacze-

nia struktury drugorzedowej AMPs mozna podzieli¢

na 5 nastepujacych klas [6]:

- liniowe peptydy a-helikalne,

- peptydy bogate w reszty cysteiny,

- peptydy o strukturze B-kartki,

- peptydy zawierajace przewazajaca liczbe amino-
kwasow jednego typu, np. glicyny, histydyny i/lub
proliny,

- peptydy zawierajgce rzadkie aminokwasy.

MECHANIZM DZIAtANIA

Glowny mechanizm dziatania AMPs opiera sie na
permeabilizacji i niszczeniu bfon komérkowych, cze-
go efektem jest émierc¢ komorki. Wiasciwos¢ ta nie jest
jednak uniwersalna i dla poszczegélnych zwiazkéw
jest przede wszystkim determinowana przez szereg
parametrow, takich jak sekwencja aminokwasowa
lub tez stosunek stezenia lipidéw blonowych do ste-
zenia samego peptydu. W toku niektérych badan
wykazano, Zze peptydy oprécz aktywnosci blonowej
moga oddzialywac z elementami wewnatrzkomoérko-
wymi (poprzez hamowanie syntezy biatek, DNA lub
RNA albo poprzez inhibicje enzymoéw), co prowadzi
do $mierci komérki [7]. Wéré6d mechanizméw btono-
wej aktywnosci peptydéw wyrdznia sie trzy gléwne
modele. Pierwszym z nich jest model , klepek beczki”
(ang. barrel stave mechanism). Polega on na formowa-
niu kanaléw transbtonowych, w ktérych niepolarne
czesci peptydu ukladaja si¢ w kierunku tancuchow
acylowych blony, a czeé¢ hydrofilowa wysciela po-
wierzchnie szczeliny. Gdy steZenie peptydu osiggnie
wartos$¢ krytyczna, jego monomery zaczynaja co-
raz bardziej wnika¢ w glab hydrofobowego rdzenia
blony, wypierajac polarne grupy i w konsekwengji
destabilizujac ja. Drugim mechanizmem jest ,mo-
del dywanowy” (ang. carpet mechanism). Czasteczki
peptydu, gromadzac si¢ na powierzchni blony ko-
moérkowej, wypieraja z niej fosfolipidy. Skutkuje to
zmianami jej plynnosci i redukcjg, a w konsekwengji
przerwaniem jej cigglosci. Model , poréw toroidal-
nych” (ang. toroidal pore), podobnie jak model , kle-
pek beczki”, zaklada formowanie poréw w blonie
komoérkowej, jednak w tym przypadku hydrofilowe
czesci peptydu asocjuja z resztami fosfolipidowymi
btony, natomiast hydrofobowe czesci z lipidami. Po-
wstawanie poréw skutkuje wyciekiem skladnikow
cytozolu, co prowadzi do $mierci komoérki [8].

PODZIAL LUDZKICH PEPTYDOW
PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe petnig réwniez
w organizmie ludzkim niebagatelna funkcje, przede
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wszystkim ochronng, stanowia swoista chemiczng
tarcze chronigca przed inwazja patogenéw. Dlatego
tez dominujaca ekspresje AMPs spotyka sie w tkan-
kach wystawionych na kontakt ze $rodowiskiem
zewnetrznym, takich jak skéra, oczy, nabtonek drég
oddechowych, ptuc, jelit lub drég moczowych. W or-
ganizmie ludzkim zostalo zidentyfikowanych i scha-

rakteryzowanych ponad 100 réznych peptydéw [9,

10], niemniej do najwazniejszych klas naleza:

- defensyny - nieglikozylowane peptydy kationowe
o masie 3,5-6 kDa, majace 6 reszt cysteiny two-
rzacych mostki dwusiarczkowe, stabilizujace cza-
steczke. U czlowieka mozna wyrdzni¢ dwie klasy
defensyn: o-defensyny (HNP-1, HNP-4, HD-5
i HD-6) i B-defensyny (HBD-1, HBD-2, HBD-3,
HBD-4) [11];

- katelicydyny - peptydy powstajace z bialka pre-
kursorowego, zawierajacego na N-koricu sekwen-
cje sygnalowa i proregion podobny do kateliny,
inhibitora katepsyny L. U czlowieka kodowane
jest bialko prekursorowe o masie czasteczkowej
18 kDa, zwane hCAP-18. W wyniku ograniczonej
proteolizy (proteaza serynowa kalikreina lub pro-
teinaza 3) z biatka tego powstaje aktywny peptyd
- LL-37 [12];

- histatyny - mate, bogate w reszty histydyny pep-
tydy spotykane w §linie. U ludzi wyréznia sie 3 ro-
dzaje rézniace sie diugoscia laricucha: Hstl, Hst3
i Hst5 [11].

ROLA PEPTYDOW
PRZECIWDROBNOUSTROJOWYCH
W WYBRANYCH DERMATOZACH

Atopowe zapalenie skory

Atopowe zapalenie skory (AZS) oraz luszczyca
to dwie najczesciej wystepujace w populacji ogélnej
przewlekte dermatozy zapalne. Patomechanizm sta-
nu zapalnego oraz podatnosé na infekcje w tych cho-
robach sg odmienne. U okolo 30% pacjentéw z AZS
stwierdza si¢ nawracajace infekcje, gléwnie o etiolo-
gii gronkowcowej, a u 90% z nich skéra skolonizo-
wana jest przez gronkowca zlocistego. W luszczycy
czestos¢ wystepowania infekcji jest znacznie nizsza
w poréwnaniu z AZS i wynosi okolo 7%. W skérze
chorych na AZS stwierdza sie zwigkszona liczbe
limfocytéw Th2, co prowadzi do wzmozonej ekspre-
sji uwalnianych przez nie cytokin: IL-4, IL-10 oraz
IL-13, i niskich pozioméw cytokin prozapalnych
(TNF-o, IFN-y, IL-1B) [13]. U pacjentéw z luszczyca
wykazano zwiekszona produkcje limfocytow Thl
i neutrofilow [14]. Stwierdzono, ze IL-4 i IL-13 ha-
muja indukcje AMP, gtéwnie HBD-2 i HBD-3 w ke-
ratynocytach [15]. Dodatkowo brak stymulatoréw
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wydzielania AMPs - IL-1 oraz IL-22 - prowadzi do
zmniejszonej ekspresji AMPs w skoérze chorych na
AZS i to zarowno HBD2 i 3, jak i LL-37 [16]. Pacjenci
z AZS maja ponadto obnizong ekspresje dermicydy-
ny, co przyczynia sie do zwiekszonej podatnosci na
infekgje skory [17].

tuszczyca

Luszczyca to przewlekla, zapalna, nawracajg-
ca, niezakazZna choroba skéry. Role w patogenezie
schorzenia odgrywaja czynniki genetyczne, S$ro-
dowiskowe i immunologiczne. Analiza ekspresji
AMPs w skoérze za pomoca techniki mikromacierzy
wykazala znacznie wyzsze ich poziomy w tuszczy-
cy w poréwnaniu z AZS [13, 15]. W skorze pacjen-
tow z luszczyca wykazano zwiekszong ekspresje
B-defensyn, LL-37, RNazy 7, psoriazyny i lizozymu
[18-21]. Mnogos¢ AMPs oraz ich synergistyczne
dzialanie moze stanowi¢ u pacjentéw z tuszczyca
jeden z gléwnych czynnikéw odpowiadajacych za
obnizong podatnos¢ na infekcje skérne [22]. Ponad-
to zwiekszony poziom cytokin prozapalnych, takich
jak TNF-a, IL-1, IL-6, INF-y, wplywa na zwiekszo-
na ekspresje AMPs w skorze pacjentéw z tuszczyca,
poprzez nieznany dotad mechanizm dziatania [23].
Stwierdzono odwrotna korelacje pomiedzy pozio-
mem IL-13 1 HBD 3 w obrebie zmian skérnych w tusz-
czycy i AZS. Wysoki poziom IL-13 w skdrze chorych
na AZS powoduje obnizona ekspresje HBD 3, nato-
miast w tuszczycy obserwowano zwiekszong eks-
presje HBD 3 przy obnizonym poziomie IL-13 [13].
Wykazano, ze podwyzszony poziom LL-37 w skérze
tuszczycowej chroni przed zakazeniami gronkowco-
wymi, a obnizony poziom w AZS predysponuje do
infekcji bakteryjnych oraz grzybiczych i wirusowych
[15, 24]. Podwyzszony poziom IL-1 w skérze pacjen-
tow z luszczyca w poréwnaniu z AZS nie wiazat sie
jednak ze wzmozona produkcja HBD [13, 25].

Tradzik rézowaty

Roli AMPs dopatruje sie réwniez w patogene-
zie tradziku rézowatego. Dowiedziono, ze zmiany
skorne u pacjentow z tradzikiem rézowatym wyka-
zuja wysoka ekspresje katelicydyn (gléwnie LL-37
i FA-29), ktére moga mie¢ aktywnos$¢ chemotak-
tyczna, angiogenna oraz promowac ekspresje skiad-
nikéw macierzy pozakomoérkowej. Ich aktywnosc¢
prozapalna i proangiogenna zwigksza miejscowe
wytwarzanie proteazy kalikreiny 5 (KLK5) i wtor-
nie reguluje wytwarzanie katelicydyn w naskérku
[26, 27]. Katelicydyny stwierdzane w naskérku oséb
zdrowych charakteryzujg si¢ przede wszystkim ak-
tywnoscia  przeciwdrobnoustrojowg. Obserwacje
kliniczne prowadzone na modelu do$wiadczalnym
tradziku rézowatego, jakim jest skéra myszy, po-
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twierdzaja naczyniorozszerzajace dzialanie jednego
LL-37. Ponadto jej podanie do niedokrwionej tylnej
tapy krolika, stanowiacej model doswiadczalny, wy-
raznie zwiekszato liczbe naczyri krwionosnych, po-
dobnie jak sie to dzieje w rosacea [28]. Katelicydyna,
podobnie jak UV i wolne rodniki tlenowe, przyczy-
nia sie do wzrostu ekspresji metaloproteinaz, ktére
takze sa zaangazowane w proces angiogenezy [29].
Obserwacje zwigzane z ustepowaniem zmian skor-
nych po zastosowaniu tetracykliny, ktéra hamuje
wiele proteaz serynowych i metaloproteinaz macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej, stanowily podstawe do
podjecia badar eksperymentalnych. Opierajac sie na
uzyskanych wynikach, stwierdzono, ze w procesie
aktywacji katelicydyny wazna role odgrywa enzym
KLKS5 (ang. serine protease kallikrein 5), okreslany takze
jako SCTE (ang. stratum corneum tryptic enzyme). Jego
zwigkszone stezenie stwierdzono w obrebie wykwi-
tow chorobowych. W skérze zdrowej ekspresje KLK5
stwierdza sie fizjologicznie w goérnych warstwach
naskorka (warstwa ziarnista i rogowa), podczas gdy
w skorze chorej enzym jest obecny w calym naskérku
[30]. Wptyw aktywnosci enzymu SCTE zostal zwery-
fikowany u myszy z wylaczonym genem kodujacym
katelicydyny (Camp), u ktérych stan zapalny oraz ru-
mien byly obnizone w poréwnaniu z grupa badana
wykazujaca dodatnia ekspresja tego genu [30].

Owrzodzenia

Analizy dotyczace ekspresji AMPs w owrzodze-
niach przewleklych na podiozu przewleklej niewy-
dolnosci zylnej oraz w przebiegu stopy cukrzycowej
sa sprzeczne. Podczas gdy jedne grupy badawcze
dowodza obnizonej ekspresji defensyn (gtéwnie
HBD2), przypisujac temu zjawisku role patogene-
tyczng w ranach przewlektych [31], inne udowad-
niaja wzmozona ekspresje zarowno HBD2, HBD3,
jak i HBD4 oraz bardzo niska ekspresje katelicydyn
(LL-37) w komérkach naskérka oraz skory wlasciwej
u pacjentéw z owrzodzeniami w przebiegu stopy
cukrzycowej [32]. Wysoka ekspresja defensyn u cho-
rych ze stopa cukrzycowa nie jest wystarczajaca do
indukgcji prawidtowego procesu gojenia przy niskim
badz niewykrywalnym wydzielaniu LL-37 w tej gru-
pie chorych. Sugeruje to wiekszy udziat katelicydyn
w procesach naprawczych. Rivas-Santiago i wsp.
wykazali rowniez brak ekspresji katelicydyn w kra-
Zeniu u pacjentéw ze stopa cukrzycowa, co powig-
zali z zaburzeniami proceséw gojenia [32].

Toczen rumieniowaty uktadowy

Pojedyncze prace badajace zwigzek patogenetyczny
AMPs z ukladowym toczniem rumieniowatym (ang.
systemic lupus erythematoses - SLE) dowodza podwyz-
szonego poziomu a-defensyn w surowicy pacjentow

230

z ta jednostka chorobowa [33]. Dokladna etiologia
SLE nie jest znana, czynniki hormonalne, genetyczne,
wirusowe i érodowiskowe majg znaczenie w rozwoju
i przebiegu choroby. Ponadto w tym schorzeniu ob-
serwuje sie produkcje réznego rodzaju przeciwcial.
Wykrycie wzmozonej ekspresji genu o-defensyny
DEFA zapoczatkowalo seri¢ badani nad rola AMPs
w patogenezie SLE. Zaobserwowano zalezno$¢ mie-
dzy duzym stezeniem o-defensyn a zapaleniem sta-
wow, uszkodzeniem nerek oraz rozlegltymi zmiana-
mi skérnymi w ciezkich postaciach choroby. Poziom
HBD2, korelujacy ze stanem zapalnym w wiekszosci
doniesieri na temat AMPs, u chorych z SLE byt bar-
dzo niski, niewykrywalny w krazeniu, stwierdzany
jedynie metoda PCR. Wynika to z obecnosci u osé6b
z SLE wysokich pozioméw przeciwcial skierowa-
nych przeciw defensynom. Z kolei wysoki poziom
o-defensyn moze by¢ zwiazany z niszczeniem badz
degranulacja neutrofiléow w kontekscie ich obnizone-
go poziomu w badanej grupie pacjentow.

PODSUMOWANIE

Narastanie opornoéci bakterii na konwencjonalne
antybiotyki stanowi powazny problem wspoéltczesnej
medycyny i sklania do poszukiwania nowych me-
tod terapeutycznych wykorzystujacych mozliwosci
obronne ludzkiego organizmu. Niebywalymi zale-
tami wynikajacymi z mechanizmu dziatania AMPs
sa ich aktywnos¢ bakteriobdjcza oraz niskie ryzyko
wytworzenia przez bakterie mechanizméw oporno-
§ci na te zwigzki. Niezbedne jest przeprowadzenie
testow, ktore potwierdzg brak indukgji zjawiska na-
rastania opornosci na antybiotyki peptydowe. Klu-
czowe sa rOwniez badania, ktére udowodnia brak
ich dzialania toksycznego na organizm ludzki. Sze-
reg zwiazkéw nalezacych do grupy AMPs znajduje
sie obecnie w trakcie badan klinicznych oraz przed-
klinicznych. Krétkie lipopeptydy moga znalez¢ za-
stosowanie w terapii choréb o etiologii gronkowco-
wej. Zwiazki te poza aktywnosciag przeciwbakteryjna
maja wladciwosci powierzchniowo czynne, dzieki
czemu moga sluzy¢ jednocze$nie jako emulgator
i konserwant w preparatach do stosowania na skore.
Do leczenia infekcji skory i tkanek miekkich stosuje
sie nowy antybiotyk nalezacy do grupy lipopepty-
déw - daptomycyne, ktéra charakteryzuje sie wy-
soka aktywnoscia w stosunku do bakterii Gram-do-
datnich, w tym Staphylococcus aureus [34]. Analog
indolicydyny, naturalnie wystepujacej w neutro-
filach bydlecych, MBI 594 AN moze znalez¢ zasto-
sowanie w leczeniu tradziku. Charakteryzuje sie on
wysoka aktywnoscig wzgledem Propionibacterium ac-
nes, najwazniejszej zwigzanej z tradzikiem bakterii,
ktoérej opornoé¢ w stosunku do konwencjonalnych
antybiotykow gwattownie wzrasta [35]. P113 - ana-
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log histatyn pochodzacych ze §liny ssakéw - wyka-
zuje znaczng aktywnos¢ in vitro w stosunku do bak-
terii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz Candida
albicans [36].

Zaprojektowano szereg syntetycznych analogéw
AMPs, opracowano optymalne metody pozyskiwa-
nia oraz oczyszczania tych zwigzkéw, przebadano
takze ich aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa. Aby
wdrozenie peptydéw do lecznictwa bylo mozliwe,
konieczne jest kontynuowanie i rozszerzenie badar.
Rozpatrujac je jako potencjalne zwiazki do stosowa-
nia w dermatologii, nalezy przeprowadzi¢ badania
aktywnosci mikrobiologicznej wzgledem szczepéw
izolowanych od pacjentéw z ropnymi choroba-
mi skory czy badanych pod katem nosicielstwa.
Niezbedna jest rowniez ocena zjawiska narastania
opornosci bakterii na AMPs w celu oszacowania ich
wartosci jako nowych antybiotykéw. Rozwazajac
zastosowanie tych zwigzkéw w miejscowej terapii
zakazen skornych, nalezy wykaza¢ brak ich prze-
nikania do krwiobiegu, aby zapobiec wystapieniu
ewentualnych ogélnych dzialan niepozadanych.
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