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Searching for new therapeutic options for treatment of resistant bacterial
infections In the present paper ongoing research aimed at finding
novel therapeutic options for treatment of resistant bacterial infections

Wzrost opornosci bakterii na antybiotyki ze
wszystkimi jej konsekwencjami spowodowal rozwoj
badan nad wykorzystaniem innych opcji terapeu-
tycznych, takich jak: terapia przy uzyciu bakterio-
fagéw czy peptydéw przeciwdrobnoustrojowych,
jak i préb wykorzystania przeciwcial monoklonal-
nych czy szczepionek przeciwbakteryjnych. Jed-
nocze$nie nieustannie trwajg prace poszukiwawcze
nad nowymi zwigzkami chemicznymi o odmiennym

has been described. This report attempts to review the efforts within
several fields, mainly: phage therapy, antimicrobial peptides, therapeutic
antibodies as well as acyldepsipeptides - an emerging class of antibiotics.
Several candidates from groups mentioned above are currently being
evaluated in clinical trials, but so far none have been approved for market
authorization.
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mechanizmie dzialania na komorke bakteryjng niz
znane antybiotyki.

Problem lekoopornosci bakterii

Konsekwencja naduzywania i nieprawidlowe-
go stosowania antybiotykéw, zaréwno w medycy-
nie ludzkiej, jak i w weterynarii oraz rolnictwie, jest
szybkie rozprzestrzenianie sie bakterii opornych na
te leki, w tym szczepéw wielolekoopornych, wsréd
ktérych sa szczepy niewrazliwe na zaden z dostep-
nych preparatéw, co wigze si¢ z ryzykiem powro-
tu czaséw, kiedy np. gruzlica czy zakazenia ran po-
operacyjnych byly smiertelne [1-4].

Bakterie staja sie czeSciowo lub calkowicie opor-
ne na dany antybiotyk w wyniku rozwiniecia sie
kilku zasadniczych mechanizméw lekoopornosci,
a mianowicie poprzez:

- hydrolize enzymatyczng czgsteczki antybiotyku
przez enzymy (np. B-laktamazy) produkowane
przez bakterie - dotyczy to szerokiej grupy le-
koéw posiadajacych w swojej budowie wigzanie
B-laktamowe (penicyliny, cefalosporyny, kar-
bapenemy, monobaktamy);

- zmniejszenie zdolnosci przenikania leku przez
$ciane i blone komdrkowa bakterii;

- tzw. efflux - ,wypompowywanie” antybiotyku
z wnetrza komorki bakteryjnej;

acyldepsipeptides.
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- zmiane ilo$ci lub konformacji receptora
(lub/i jego otoczenia) dla chemioterapeuty-
ku - najwazniejszym przyktadem tego typu
opornosci jest powstawanie szczepow gron-
kowcow opornych na metycyline, tzw. MRSA
(metycylinooporne szcz epy gronkoweca zlo-
cistego); istota tworzenia sie¢ metycylinoopor-
nych szczepéw gronkoweca jest synteza przez
oporny szczep nowego bialka (PBP2a), kto-
re nie ma zdolnosci wigzania z antybiotykami
B-laktamowymi.

Oporno$é¢ bywa latwo przekazywana miedzy
réznymi szczepami bakteryjnymi. Drobnoustroje
potrzebuja niekiedy tylko kilka miesiecy na wy-
tworzenie nowego mechanizmu opornosci, pod-
czas gdy wprowadzenie na rynek nowego leku
trwa 5-7 lat.

W celu skutecznego zwalczania chorobotwor-
czych bakterii nadal poszukuje si¢ nowych le-
kow, a takze innych opcji terapeutycznych, do
ktérych mozna zaliczyd: zastosowanie bakte-
riofagéw (wiruséw bakteryjnych) i lizyn, préby
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bakteriofag

wprowadzania peptydéw przeciwbakteryjnych, za-
stosowanie przeciwcial monoklonalnych, szczepio-
nek czy zastosowanie biomaterialéw przeciwbak-
teryjnych [5].

Terapia fagowa

Bakteriofagi (,pozeracze bakterii”) odkryto
pod koniec XIX w., kiedy w 1896 r. Ernest Han-
kin, brytyjski chemik, zauwazyl przeciwbakteryj-
ng aktywno$¢ wody z rzeki Ganges przeciw Vibrio
cholerae (Hindusi pijacy wode z Gangesu nie cho-
rowali na cholere) [6]. Jednak dopiero na poczatku
lat 20. XX w. Félix d’Herelle, kanadyjski mikro-
biolog, podjal pierwsze proby leczenia czerwon-
ki bakteryjnej z uzyciem bakteriofagéw i zain-
teresowanie tym rodzajem terapii trwalo do lat
40. XX w. W latach 30. produkowano we Fran-
cji (laboratorium bakteriofagowe d’Hérelle) na-
wet komercyjne preparaty fagowe aktywne wo-
bec wielu typéw bakterii, tzw. koktajle fagowe
(mieszanina kilku gatunkow fagéw zdolnych do
niszczenia wielu gatunkéw bakterii chorobotwér-
czych): Bacté-Coli-Phage, Bacté-Intensi-Phage,
Bacté-Pyo-Phage,
Bacté-Rhino-Phage [7]. W czasie Il wojny swia-

Bacté-Dysentérie-Phage,

towej wykorzystywano fagi do leczenia czerwonki
u zolnierzy. Do lat 40. XX w. bakteriofagi uznawa-
ne byly za obiecujace narzedzie do walki z bakte-
riami. Wprowadzenie do lecznictwa antybiotykéw
spowodowalo, Ze prace nad bakteriofagami zostaly
zahamowane. Po 1990 r. zainteresowanie terapia
fagowa powrdcilo, a bylo to zwigzane z pojawia-
niem sie coraz to nowych szczepéw bakterii opor-
nych na antybiotyki.
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Rycina 1. Dzialanie bakteriofagu na komérke bakteryjna [12]

1 - adsorpcja bakteriofagu na powierzchni komérki bakteryjnej

2 - wstrzykniecie kwasu nukleinowego - DNA

3 - replikacja DNA fagowego; degradacja DNA bakteryjnego

4 - dojrzewanie fagéw

5 - skladanie fagow

6 - liza (Sciana komorkowa bakterii zostaje rozpuszczona przez fagowy

lizozym i nastepuje uwolnienie czastek fagowych)
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Osrodki prowadzace badania

nad bakteriofagami

Pod koniec 2005 r. Instytut Immunologii i Te-
rapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu otworzyl
pierwszy w Unii Europejskiej Osrodek Terapii Fa-
gowej pod kierunkiem prof. Andrzeja Gérskiego,
w ktérym prowadzone jest eksperymentalne lecze-
nie chorych zakazonych antybiotykoopornymi bak-
teriami [8, 9]. Obecnie pracami nad bakteriofagami
zajmuje sie réwniez laboratorium Polskiej Akade-
mii Nauk w Lodzi [10]. Do wazniejszych osrodkéw
na $wiecie prowadzacych badania nad fagami nale-
zy zaliczy¢: Instytut im. Eliava w Tbilisi, dzialajacy
przy Instytucie Mikrobiologii i Wirusologii w Gruzii,
Novolytics (W. Brytania), Biophage Pharma (Kana-
da), Gangagen (Kanada, Kalifornia, Indie), Omnily-
tics (USA), Phage Biotech (Izrael), Phico Therapeu-
tics (Wielka Brytania) [11].

Budowa i mechanizm dzialania

bakteriofagow

Fagi - to szeroko rozpowszechniona w przyro-
dzie grupa wiruséw, ktérych cykl zyciowy zwigza-
ny jest z komorka bakteryjna. Wszedzie tam, gdzie
znajduja sie bakterie, istnieja swoiste dla danego
szczepu fagi; stanowia naturalny czynnik regulu-
jacy liczebnos¢ populaciji bakterii. Dwie podstawo-
we grupy fagéw to: fagi zjadliwe (wirulentne) - te,
ktére namnazaja sie i zabijaja komorki bakteryjne
oraz fagilagodne, ktére wbudowuja wlasny materiat
genetyczny w chromosom bakteryjny, dzieki cze-
mu mog3 istniec¢ przez wiele pokoleri. Za swoistos¢
izjadliwos¢ fagéw wobec bakterii odpowiadaja bial-
ka wchodzace w skiad czasteczki fagowej: bialka ad-
hezyjne (rozpoznajace receptory na komorkach go-
spodarza), enzymy fagowe oraz bialka strukturalne
[6]. Fagi réznia sie od siebie budowa i materialem
genetycznym, ktéry stanowi DNA lub RNA w po-
staci jednoniciowej lub dwuniciowe;j.

Do zwalczania bakterii chorobotwérczych wy-
korzystuje sie jedynie niektére szczepy bakterio-
fagéw, gdyz dany bakteriofag oddzialuje $cisle na
konkretny szczep bakterii, przy czym spektrum
dzialania obejmuje zaréwno bakterie Gram-do-
datnie, jak i Gram-ujemne. Fagi, przylaczajac sie
do okreslonych receptoréw w $cianie komérkowej
bakterii, maja zdolnos¢ wbudowywania wilasnych
genéw w genom bakterii w taki sposéb, ze bakteria
zaczyna produkowac kopie fagéw, czesto do mo-
mentu az komorka bakterii zostanie przez nie ro-
zerwana (rycina 1).

Mechanizm dzialania bakteriofagéw jest calko-
wicie odmienny od mechanizmu dzialania antybio-
tykow i dzieki temu moga by¢ stosowane w terapii
infekcji opornych na dzialanie dostepnych antybio-
tykéw. Na rycinie 1 przedstawiono etapy dzialania
bakteriofagu na komérke bakteryjna [12].
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Bakteriofagi w medycynie ludzkiej

Obecnie bakteriofagi moga stanowic alternatywe
dla antybiotykéw, np. w leczeniu pooparzeniowych
infekeji bakteryjnych spowodowanych Pseudomo-
nas aeruginosa (paleczka ropy blekitnej), opornej
na rézne rodzaje antybiotykéw. Czesto w takich
przypadkach stosuje si¢ , koktajl” zlozony z wielu
gatunkéw fagéw, aby zapobiec uodpornieniu bak-
terii na danego faga. Koktajl ma postac aerozolu lub
roztworu w fiolkach jednorazowego uzytku.

Dobre wyniki przynosi leczenie pacjentéw z na-
wracajacymi zakazeniami ukladu moczowego czy
tez przewleklymi infekcjami zatok; jest nadzieja,
ze w przysztosci bakteriofagi beda stosowane u pa-
cjentéw z tzw. zespolem stopy cukrzycowej [13].

Statystycznie terapia fagowa jest w 80% sku-
teczna w przypadku zakazen Enterococcus, a na-
wet w 90% w przypadku Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli oraz
Klbsiella pneumoniae.

W Polsce fagoterapia jest powszechnie uwaza-
na za leczenie eksperymentalne (idea zastosowania
wynika z Deklaracji Helsiriskiej w odniesieniu do
zasad etycznych dla badart medycznych z udziatlem
ludzi) i stosowana tylko u tych pacjentéw, u kto-
rych leczenie antybiotykami nie powiodlo sie. Ogél-
nie rzecz biorgc, Sredni sukces terapii fagowej wy-
nosi ok. 85%.

W kolekeji Instytutu Immunologii i Terapii Do-
$wiadczalnej PAN we Wroctawiu znajduje si¢ ponad
300 fagéw, ktére moga by¢ stosowane u chorych
z zakazeniami bakteryjnymi wywolanymi przez
wiele rodzajow bakterii. Preparaty fagowe sg przy -
gotowywane wg zmodyfikowanej procedury prof.
Slopka i wsp. indywidualnie dla danego chorego
[9]. Pierwszy etap, tzw. typowanie fagowe, pole-
ga na znalezieniu w kolekeji faga wykazujacego ak-
tywnos¢ lityczng przeciw dostarczonemu szczepowi
bakterii (wyizolowanemu od pacjenta) i dostarczo-
nemu do Laboratorium Bakteriofagowego. W dru-
gim etapie wyselekcjonowany rodzaj bakteriofagu
namnaza si¢ na szczepie bakterii od pacjenta - uzy-
skuje sie tzw. lizat fagowy, ktéry po odpowiedniej
obrébce ampulkuje sie. W latach 1981-1986 tera-
pie fagami (Instytut we wspolpracy z klinikami AM
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we Wroclawiu i innymi szpitalami) zastosowano
u 550 chorych (w wieku od 1 tyg. do 89 lat) z r6z-
nymi spontanicznymi lub pooperacyjnymi ropnymi
infekcjami spowodowanymi przez bakterie Staphy-
lococcus, Klbsiella, Escherichia, Proteus, Pseu-
domonas, a w latach 1987-1999 terapie fagami
zastosowano u ponad 1307 chorych (w wieku od
4 tyg. do 89 lat) z réznymi zakazeniami bakteryjny-
mi szczepami wieloopornymi rodzajéw, jak poda-
no wyzej. Bakteriofagi podawano 1-12 tygodni wg
okreslonego schematu. Catkowite wyleczenie i eli-
minacje bakterii uzyskano u 85,9%, poprawe (bez
eradykacji patogenu) u 10,4 % pacjentow. Najlepsze
wyniki uzyskano (100% calkowitego wyleczenia)
u pacjentéw z ropnym zapaleniem opon mézgowo-
-rdzeniowych i zapaleniem kosci i szpiku (95%).
Terapie fagowsg z bardzo dobrym skutkiem prowa-
dzono u dzieci - szczegdlnie skuteczne w przypad-
ku zakazen przewodu pokarmowego i sepsy (95,2%
calkowitego wyleczenia) [9].

Brytyjska firma Novolytix przygotowuje sie do
wprowadzenia na rynek zelu zawierajacego odpo-
wiednie fagi do zwalczania gronkowca zlocistego
(MRSA) w jamie nosowej pacjentow. Amerykariski
Intralytix pracuje nad wirusowym plastrem na za-
infekowane rany, wzorujac sie na produkcie stoso-
wanym od dawna w Gruzji [7, 11]. Inne badania nad
zastosowaniem bakteriofagéw w réznych osrodkach
na $wiecie (poza Polska) przedstawiono w tabeli 1.

Bakteriofagi w terapii zwierzat, roslin

i dekontaminacji zywnosci

Bakteriofagi wykorzystywane sg coraz czesciej
w terapii zwierzat, rodlin oraz do odkazania zywno-
$ci. Przykladowo, firma Omnilytix uzyskata zgode
Agencji Ochrony Srodowiska w USA na stosowanie
preparatu AgriPhage przeciwko chorobotwdrczym
bakteriom roélin, za§ w przemysle zywnos$ciowym
EBI Ford Safety wprowadzila na rynek preparat
Listex™P100 do kontrolowania bakterii Listeria
w miesie i serze, a w 2006 r. FDA wydala zezwole-
nie na dodawanie do zywnosci (spryskiwanie miesa
do hamburgeréw oraz produktéw drobiowych) pre-
paratu fagowego LMP102 (Intralytix Inc.) zwalcza-
jacego bakterie Listeria.

Tabela 1. Przykiady badan nad zastosowaniem bakteriofagéw w réznych osrodkach na swiecie

Dzialanie/szczep bakterii

BioPhage-PA AmpliPhiBiosciences Corp. infekcja ucha / P. aeruginosa, faza1/2i3/[14]
BioPhage-PR mukowiscydoza /P, aeruginosa

(preparat w postaci aerozolu)
BFC-1 (koktajl) Instytut Eliava w Thilisi zainfekowane rany po oparzeniu /P aeruginosa i S. aureus badania pilotazowe (2009, Belgia)/[15, 16]
WPP-201 Intralytix Inc. 2ylne owrzodzenia podudzi faza 1 bezpieczenistwo uzycia/[17]
EcoShield™ Intralytix Inc. zywnos$¢/Escherichia coli [27]
ListShield™ Intralytix Inc. zywnos¢/ Listeria monocytogenes [27]
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Wedlug danych w 2011 r. hodowey w USA zu-
zyli 13,6 milionéw ton antybiotykéw, podczas gdy
cala medycyna (ludzka) okolo 3,5 miliona ton (!).

Wsréd drobiu czesto wystepuja zakazenia bak-
teriami rodzaju Salmonella. Szacuje sie, Ze kazde-
go roku na rynek Unii Europejskiej trafia 500 milio-
noéw jaj zakazonych ta bakteria [18]. Przemyslowe
fermy drobiu stanowia gléwny rezerwuar bakte-
rii Salmonella, a produkcja drobiu na skale prze-
mystowa doprowadzila do wzrostu liczby zakazert
ta bakteria w ostatnich dekadach. Aby to zjawi-
sko ograniczy¢ w przeszlosci, uzywano powszech-
nie antybiotykéw jako dodatkéw paszowych. An-
tybiotyki te pozostawaly w ciele ptakéw, a pdézniej
byly obecne w miesie.

Firma Proteon Pharmaceuticals (Polska, Lodz7)
opracowala (2010 r.) innowacyjny produkt - Ba-
fasal® (na chwile obecng w trakcie procedur reje-
stracyjnych) - dodatek paszowy dla drobiu i trzody
chlewnej bazujacy na zastosowaniu bakteriofagéw
jako substancji aktywnej. Preparat hamuje rozwoj
paleczek bakterii Salmonella, powstrzymujac sze-
rzenie sie zakazenn wsréd zwierzat hodowlanych
i jednoczesnie chronigc ludzi przed salmonello-
z3. Bafasal® jest w 100% biodegradowalny, dzia-
la natychmiast, jest latwy do aplikacji przez doda-
wanie do wody, a koszty produkeji tego preparatu
sq niskie [18].

Terapia fagowa sprawdzila sie réwniez w opa-
nowaniu choroby kurczat wywolanej przez bak-
terie Campylobacter jejuni, zwalczanej dotych-
czas antybiotykami. Zakazenia tg bakteria czlowieka
powoduja ostra biegunke (szacuje sie, ze jest od-
powiedzialna za 500 mln przypadkéw rocznie!).
Przygotowany odpowiedni fag zmniejsza ilo§¢ bak-
terii C. jejuni w przewodzie pokarmowym drobiu
w ciggu 3 dni, w zaleznosci o dawki i typu faga - od
100 do 100 tysiecy razy (prace Uniwersytetu w Not-
tingham, UK) [19].

Produkeja dodatkéw paszowych dla zwierzat
z wykorzystaniem bakteriofagéw jest w tej chwili
jedyna potencjalnie skuteczng alternatywa dla an-
tybiotykéw.

Zalety i wady (ograniczenia) terapii fagami
Zalety

- moga infekowac jedynie komorki okreslonego
gospodarza bakteryjnego, przy czym podawa-
ne doustnie nie niszczg naturalnej flory bakte-
ryjnej przewodu pokarmowego czlowieka - nie
posiadaja mozliwosci namnazania sie w komor-
kach eukariotycznych;

- posiadaja silne dzialanie bakteriobdjcze in vi-
tro i in vivo, zaréwno przeciwko bakteriom
Gram(+), jak i Gram(-);

- posiadaja waskie spektrum dzialania, niszcza je-
dynie ,,wyznaczony” szczep bakterii;
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- posiadaja unikatowa ceche samoistnego zwiek -
szania dawki podczas trwania infekeji, co ma
szczegolne znaczenie w infekejach zlokalizo-
wanych w stabo ukrwionych tkankach, gdzie
antybiotykoterapia nie daje pozadanych re-
zultatéw;

- po podaniu doustnym przenikaja do krwi
i w szybkim tempie docieraja do narzadow
wewnetrznych; pokonuja réwniez bariere
krew-mozg;

- po zabiciu wszystkich bakterii patogennych
fagi zostaja usuniete z organizmu, gdyz nie sg
w stanie rozwijaé¢ sie w komérkach eukario-
tycznych;

- niskie koszty i krétki czas produkeji - fagi moga
by¢ hodowane na niemal kazdej standardowej
pozywce, a wyizolowane moga by¢ przetrzymy -
wane przez relatywnie dlugi okres;

- wysoka skuteczno$é;

- metoda bezpieczna;

- mozliwo$¢ zastosowania w zwalczaniu patoge-
néw u ludzi, zwierzat i roslin.

Wady

- zdolno$¢ do kodowania genéw toksyn bakteryj-
nych (moga przeksztalcac nieszkodliwe bakterie
w patogeny) - nalezaloby eliminowac fagi posia-
dajace geny odpowiedzialne za te wiasciwosé;

- szybko usuwane sg z organizmu;

- fagoterapia jest trudna do wdrozenia, np. w rol-
nictwie - z uwagi na obawe ludzi przed ,,inge-
rencja wiruséw”.

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Jako alternatywe dla konwencjonalnych anty-
biotykéw rozwazane jest réwniez zastosowanie
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (antimi-
crobial peptides, AMP lub host defense pepti-
des, HDP).

Zwierzeta i rodliny w toku ewolucyjnego roz-
woju wyksztalcily szereg mechanizméw obron-
nych - istotnym elementem tej obrony sa pep-
tydy przeciwdrobnoustrojowe. Sg one izolowane
prawie ze wszystkich organizmdéw, zaréwno ro-
$linnych, jak i zwierzecych, gdzie stanowia wazny
element ukladu odpornosciowego. Peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe wystepuja na wszystkich po-
wierzchniach eksponowanych na srodowisko ze-
wnetrzne. Pierwsze doniesienia o AMP pojawily sie
w latach 80. ubieglego wieku; wyizolowano wéw-
czas cekropine z poczwarki ¢my oraz dwa peptydy
magaininy ze skory zab. U ssakéw AMP produko-
wane s3 m.in. w neutrofilach, makrofagach i ko-
morkach nablonkowych. Wykazuja szerokie spek-
trum aktywnosci przeciwbakteryjnej w stosunku
do bakterii Gram(+), w tym mykobakterii, Gram(-),
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wiruséw, grzybéw oraz pasozytéw wewnatrzko-
morkowych; nie dzialaja wybidrczo i nie sa gatun-
kowo specyficzne.

Obecnie znana jest sekwencja okolo 1200 pep-
tydéw przeciwdrobnoustrojowych. Zwiazki te
sa badane pod katem zastosowan w medycynie,
m.in. jako lekéw przeciwbakteryjnych i przeciw-
grzybiczych. Duza zaleta AMP w przeciwierstwie
do antybiotykéw konwencjonalnych jest niewy-
stepowanie opornosci drobnoustrojéw na te pep-
tydy. Problemem jest zabezpieczenie peptydéw
przed degradacja enzymatyczng oraz wysoki koszt
produkcji. Préby zastosowania peptydéw ogra-
niczaja sie na razie do stosowania miejscowego
[20-24].

Metody pozyskiwania AMP

Pierwotna metoda polegala na izolacji ze Zrédel
naturalnych. Tak na przyklad poprzez dzialanie na
organizm zaby pradu stalego nastepuje wydzielenie
magaininy, a naklucie larw owaddéw igla zakazona
drobnoustrojami powoduje wyrzut do hemolim-
fy mieszanki kilkunastu peptydéw. Obecnie AMP
otrzymuje si¢ gléwnie na drodze skomplikowanej
syntezy chemicznej.

Mechanizm dzialania

Podstawowa cecha AMP jest ich latwosc lacze-
nia si¢ z blong komoérkows bakterii [20-25]. Naj-
czesciej spotykany mechanizm polega na przerwa-
niu ciaglosci blony i $ciany komdrkowej bakterii.
W ten sposéb dzialaja m.in. defensyny, katelicy-
dyny i protegryny. Fakt, ze peptydy sa naladowane
dodatnio, wynikajacy z obecno$ci reszt aminokwa-
sowych argininy, lizyny i histydyny, umozliwia od-
dzialywanie z ujemnie naladowanymi fragmentami
blon biologicznych, co prowadzi do powstawania
poréw w blonie, niekontrolowanego przemieszcza-
nia si¢ jonéw, ucieczke ATP (adenozyno-5’-trifos-
foranu), naplyw wody do komérki i w konsekwen-
cjilize komorki bakteryjnej drobnoustroju. Peptydy
nie dzialaja w ten sposéb na komorki eukariotyczne
(blony komdérkowe gospodarza).

Drugim mechanizmem dzialania AMP jest in-
gerencja w procesy biochemiczne komdrek bakte-
rii, m.in. zatrzymanie syntezy $ciany komérkowej,
aktywizacja lizyn czy inhibicja syntezy DNA, RNA,
bialek i enzyméw (tak dzialaja m.in. niektore defen-
syny, serprocydyny czy lizozym).

Trzecim mechanizmem dzialania jest wigzanie
przez AMP jonéw metali: Fe?', Fe*', Cu?*', Zn*', Mn?',
ktére sa niezbedne do zycia komdérki bakterii. Takie
dzialanie wykazuja takie peptydy, jak: laktoferry-
na, kalprotektyna i hepcydyna.

Na rycinie 2 przedstawiono sekwencje amino-
kwasowe niektdérych naturalnych i syntetycznych
peptydow przeciwdrobnoustrojowych [21].
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Badania aktywno$ci AMP

na szczepach klinicznych

W badaniach mikrobiologicznych poréwnano
aktywnos¢ dwoch peptydow (camel i iseganan)
do antybiotyku ciprofloksacyny - uzyskane wy-
niki MIC wykazaly wysoka skutecznos¢ przeciw-
bakteryjna (z wyjatkiem bakterii E. coli i Klebsiel-
la pneumoniae), aw przypadku S. aureus (MRSA)
przewyzszaly aktywnoscia ciprofloksacyne [21].
Przeprowadzono réwniez testy peptydow (citro-
pina, camel, demegen, pexiganan, temporyna,
uperyna) na kilkuset szczepach klinicznych drob-
noustrojéw Gram(+) i Gram(-) uzyskiwanych od
chorych cierpiacych na zapalenie pluc, choroby
nowotworowe, infekcje narzadéw wewnetrznych
oraz posiadajacymi zakazone rany chirurgiczne.
Badane peptydy wykazaly bardzo wysoka aktyw-
nos¢ przeciwdrobnoustrojowa; uzyskane wyniki
odnoszono do warto$ci otrzymanych dla konwen-
cjonalnych chemioterapeutykéw [21]. Badania ki-
netyki zahamowania wzrostu dowiodly, ze zwigzki
te dzialaja bakteriobdjczo na drobnoustroje zaled-
wie w kilka minut. Wyniki te sa podstawa do pro-
jektowania lekéw na bazie peptydéw do leczenia
trudnych zakazen zwiazanych z uposledzeniem
odpornosci.

Przeprowadzono badania szeregu peptydéw (de-
megen, pexiganan, iseganan, temporyna) pod ka-
tem ich zastosowania do leczenia objawéw wstrzasu
septycznego [21]. Na swiecie z powodu cigzkiej sep-
sy umiera dziennie 1400 oséb. Powiklania septyczne
sa powodowane przez wyselekcjonowana popula-
cje drobnoustrojéw wielolekoopornych, a czynni-
kiem wywolujacym sepse sa lipopolisacharydy (LPS)
bedace giéwnym immunologicznie czynnym ele-
mentem strukturalnym $ciany komérkowej bakte-
rii Gram(-). Peptydy przeciwdrobnoustrojowe ce-
chuje wysokie powinowactwo do LPS i dzieki temu
moga by¢ skutecznym narzedziem do walki z roz-
wojem sepsy.

Powaznym problemem klinicznym sg zakaze-
nia zwigzane z wprowadzaniem do ciala pacjenta
wszelkiego rodzaju implantéw (cewnikow i innych).
Drobnoustroje tworza na ich powierzchniach bio-
film, co utrudnia leczenie zakazenia. Peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe stosowano do zabezpieczania
powierzchni réznego rodzaju implantéw przed za-
stosowaniem u pacjenta. W badaniach dotyczacych
prewencji zakazen gronkowcowych szczegélnie do-
bre rezultaty osiagnieto, stosujac do zabezpieczania
powierzchni materialéw medycznych skojarzenia
temporyny z linezolidem [21].

Badania kliniczne AMP

W tabeli 2 zestawiono wybrane preparaty pepty-
déw przeciwdrobnoustrojowych w badaniach kli-
nicznych [21].
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Naturalne AMP

Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Lys-Lys-Phe-Gly-Lys-

magainina 2
-Ala-Phe-Val-Gly-Glu-lle-Met-Asn-Ser-NH,

Gly-Leu-Phe-Asp-lle-lle-Lys-Lys-lle-Ala-Glu-Ser-Phe-NH, aureina 1.2
Gly-Leu-Phe-Asp-Val-lle-Lys-Lys-Val-Ala-Ser-Val-lle-Gly-Gly-Leu-NH, citropina 1.1
S S |
Arg-Gly-Gly-Arg-Leu-Cys-Tyr-Cys-Arg-Arg-Arg-Phe-Cys-Val-Cys- protegryna 1
-Val-Gly-Gly-Arg-NH, L S S
Syntetyczne AMP
Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-NH, camel
Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-NH, demegen (P-113)
S S
Arg-Gly-Gly-Leu-Cys-Tyr-Cys-Arg-Gly-Arg-Phe-Cys-Val-Cys-Val-Gly-Arg-NH, iseganan (IB-367)
S S
lle-Leu-Arg-Trp-Pro-Trp-Trp-Pro-Trp-Arg-Arg-Lys-NH, omiganan (MBI-226)

Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Ala-Lys-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-

exiganan (MSI-78
-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-NH, pexie ( )

Rycina 2. Sekwencje aminokwasowe niektérych naturalnych i syntetycznych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych [21]

Tabela 2. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe w badaniach klinicznych Prowadzone sa réwniez badania nad zastosowa-
[21-27] niem peptydéw przeciwdrobnoustrojowych w le-
Peptyd Firma Potencjalne zastosowanie  Etap badari czeniu atopowego zapalenia skéry [22]. Obiecujace
Klinicznych wyniki badani przedklinicznych uzyskano réwniez
Pexiganan Magainin Pharm. Inc./  owrzodzenia stop faza3 dla peptydu przeciwbakteryjnego nazwanego Plec-
(Msl-78) Genaera u chorych na cukrzyce tasin (Novozymes), wykazujacego aktywnosé wobec
(analog magaininy) wieloopornych szczepéw bakterii Gram(+), m.in.
Omiganan Micrologix Biotech. Inc.  infekcje odcewnikowe faza3 Streptococcus pneumoniae.
(MB-226) Dotychczasowe badania kliniczne obejmu-
'(T‘sg:z;‘)" Intraiotics i“fekcje phucne faza2 ja zastosowanie peptydéw w terapii miejscowej,
- owarzyszace . o . . .

(analog protegryny) mukowiscydozie poniewaz problemem jest zabezpieczenie pep-
. d . B

D2A21 Demegen infekcje ran przy oparzeniach fazal tydéw przed degradacj enzymatyczng w prze

wodzie pokarmowym. Prowadzone sg prace nad
Demegen Demegen zakazenia drozdzakowe faza 2 zastosowaniem odpowiednich form leku, m.in.

P-113 jamy ustnej . . . .

ganalog) histatyny) Jamy usine) z wykorzystaniem mikrokapsutkowania, a takze
rozwazane j odawanie peptydéw z inhibito-

MBI-594 AN Micrologix Biotech. Inc.  tradzik faza2 © ane jest podawanie peptyds bito

rami peptydaz. Kolejnym krokiem bedzie synteza
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peptydéw zbudowanych z D-aminokwaséw, o ta-
kiej samej aktywnosci, lecz opornych na degra-
dacje [21].

Zaletg omawianych peptydéw jest duza szybkos¢
iszerokie spektrum dzialania, w tym przeciw pato-
genom opornym na antybiotyki, oraz niezbyt latwe
powstawanie in vitro mutantéw opornych.

Natomiast jednym z waznych ograniczen sto-
sowania peptydéw sa koszty produkcji. Alter-
natywa dla syntezy chemicznej jest synteza re-
kombinacyjna - najbardziej korzystne wydaje sie
wytwarzanie peptydéw przeciwdrobnoustrojo-
wych w postaci bialek fuzyjnych w komodrkach
bakteryjnych.

Na podstawie przegladu prac dotyczacych pepty-
déw przeciwdrobnoustrojowych mozna wyciagnaé
whnioski, ze zaréwno peptydy naturalne, jak i syn-
tetyczne moga stanowic¢ punkt wyjscia do projekto-
wania bezpiecznych i skutecznych lekéw przeciw-
bakteryjnych, z zastosowaniem w monoterapii badz
w terapii skojarzonej z konwencjonalnymi antybio-
tykami, w leczeniu nawet trudnych klinicznie przy-
padkéw (powiklania sepsy).

Przeciwciala monoklonalne

Gléwnym zastosowaniem przeciwcial monoklo-
nalnych, na chwile obecna, jest terapia przeciw-
nowotworowa. Dotychczas Zadne przeciwcialo nie
zostalo zatwierdzone do leczenia infekcji bakteryj-
nych, lecz prowadzone sa w tym zakresie liczne ba-
dania przedkliniczne i kliniczne [28-37].

Wybrane przeciwciala przeciwbakteryjne (w ba-
daniach klinicznych) zestawiono w tabeli 3.

Preparaty: Anthim, Raxibacumab i Volortim
okazaly sie skuteczne w leczeniu $miertelnej po-
staci plucnej zakazenia laseczka waglika (Bacillus
anthracis) - bakterii Gram(+) wytwarzajacej prze-
trwalniki [28-30]. Badania kliniczne potwierdzily
skutecznos¢ kilku innych preparatéw przeciwcial
monoklonalnych w ciezkich zakazeniach bakteryj-
nych, np.: preparatu Anti-Pseudomonas w zakaze-
niach P. aeruginosa w przebiegu mukowiscydozy,
a preparatu CDA1/CDB1 w biegunkach bakteryj-
nych wywolanych toksynami wytwarzanymi przez
C. difficile czy preparatu Urtoxyzumab w zakaze-
niach spowodowanych toksynami Shiga wytwa-
rzanymi przez enterokrwotoczne szczepy E. coli
[31, 34].

Szczepionki

Szczepionki stanowia od wielu lat uzupetniajacy
sposob zwalczania choréb zakaznych, w tym bak-
teryjnych. Szczepionki zawierajg zabite lub ate-
nuowane (o zmniejszonej zjadliwosci) drobno-
ustroje lub ich frakcje (np. inaktywowane toksyny
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Tabela 3. Przeciwciata monoklonalne w badaniach klinicznych

i przedklinicznych pod katem ich dziatania przeciwbakteryjnego

Nazwa preparatu Firma Cel/ Faza badar/
potencjalne zastosowanie pism.
Anthim (ETI-204)  Elusys Ther. B. anthracis/ faza2/
waglik, posta¢ ptucna [28]
Raxibacumab Human Genome B. anthracis/ faza3/
Sciences waglik, posta¢ ptucna [29]

Volortim (MDX-1303) PharmAthene/Medarex B. anthracis/

zakonczona faza 1/

waglik, posta¢ ptucna [30]
CDA1/CDB1 Medarex/ C. difficile/ [31]
MassBiologics biegunka bakteryjna
Merck
ShigamAbs Thallion Pharm. E. coli [32]
wytwarzajace toksyny Shiga
Urtoxazumab Teijin E. coli [33]
wytwarzajace toksyny Shiga
Anti-Pseudomonas  Immunosystem P. aeruginosa/ faza 3/
gy mukowiscydoza [34]
KB001 KaloBios Pharm/ P. aeruginosa faza 2/
Sanofi Pasteur [35]
Panobacumab Kenta Biotech. P. aeruginosa faza2/
[36]
Pagibaxim Biosynexus S. aureus faza2/3/
[37]

bakteryjne), ktére po wprowadzeniu do organizmu
stymulujg ukiad odpornosciowy do wytworzenia
swoistej odpornosci.

Nie ma w chwili obecnej szczepionek przeciw
wielu bakteriom chorobotwdérczym, takim jak: Sta-
phylococcus aureus, Helicobacter pylori czy My-
cobacterium leprae. Na réznym etapie badan sa
obecnie szczepionki, ktére bedg mogly stanowic
ochrone przed wieloma typami choréb zakaznych
[3, 5]. W warunkach laboratoryjnych sprawdzily
sie¢ w zapobieganiu zakazeniom wywolanym przez
bakterie Helicobacter pylorii Clostridium diffici-
le np. szczepionki tzw. wektorowe, wytworzone
na podstawie rekombinowanych szczepéw rodza-
ju Salmonella [38].

Opracowanie skutecznych, bezpiecznych, ta-
twych do podania szczepionek przeciwko bakteriom
chorobotwdrczym powinno wplynac na eradykacje
wielu choréb zakaznych i spowodowac ogranicze-
nie stosowania antybiotykéw.

Acylodepsypeptydy
- nowa grupa antybiotykéw
o unikalnym mechanizmie dzialania

Prawie wszystkie bakterie wytwarzaja komor-
ki przetrwalnikowe (persister cells); sa to uspione
komorki bakterii odporne na wigkszos¢ antybio-
tykow. Sa one Zrédlem chronicznych i nawra-
cajagcych infekeji bakteryjnych. W najnowszych
publikacjach przedstawiono nowa klase zwiaz-
kow chemicznych, ktéra skutecznie niszczy formy
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Rycina 3. Struktura syntetycznej pochodnej acylodepsypeptydu

(ADEP4) [40]

ClpP

Rycina 4. Wplyw acylodepsypeptydu (ADEP) na biatko podjednostki

enzymu proteazy komorki bakteryjnej (ClpP) [39]

przetrwalnikowe wielu bakterii, a takze wykazu-
je aktywno$¢ przeciwko wielolekoopornym szcze-
pom Staphylococcus aureus. Sa to acylodepsypep-
tydy (ADEP), ktérych dzialanie polega na wplywie
na funkcjonowanie enzymu komorki bakteryjnej
- proteazy [39, 40]. Acylodepsypeptydy powodu-
ja niekontrolowang aktywacje biatka zwanego ClpP
- podjednostki enzymu proteazy Clp, w wyni-
ku czego proteaza bakteryjna zaczyna trawic wia-
sne bialka.

Strukture syntetycznej pochodnej acylodepsy-
peptydu (ADEP4) przedstawiono na rycinie 3, a me-
chanizm dzialania ADEP - na rycinie 4.

Podjednostka enzymu proteazy ClpP two-
rzy dwa heptametryczne pier$cienie (rycina 4)
z centralnie polozonym niewielkim otworkiem,
przez ktéry przechodzg tylko biatka przeznaczo-
ne do degradacji (rycina 4, lewa strona). Cza-
steczki ADEP (na rycinie 4 oznaczone kolorem
fioletowym) przylaczaja si¢ do bialka ClpP, two-
rzac z nim kompleks, i rozciagaja czasteczke ClpP
z utworzeniem duzego otworu. To powoduje
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niekontrolowana mozliwos¢ ,,ucieczki” innych
biatek bakterii, powodujac zniszczenie i $mierc
komorki bakteryjnej.

Badania wykazaly, ze kombinacja ADEP z ry-
fampicyna powoduje catkowita eradykacje Staphy-
lococcus aureus (in vitro) oraz w testach na mo-
delu mysim [40].

Podsumowanie

Antybiotyki przestaja by¢ skuteczne w terapii
coraz wiekszej liczby infekeji bakteryjnych wsku-
tek wzrostu opornosci bakterii na te grupe lekéw.
Gléwna przyczyna jest ich zbyt czeste stosowa-
nie, nierzadko niezgodne z zaleceniami lekarza oraz
nadmierne stosowanie w weterynarii oraz ochro-
nie roslin.

Jednym z obiecujacych narzedzi do walki z bak-
teriami jest metoda z zastosowaniem bakteriofa-
goéw. Bakteriofagi posiadaja silne i szybkie dziala-
nie bakteriobdjcze, zaréwno przeciwko bakteriom
Gram(+), jak i Gram(-), waskie spektrum dzia-
fania, unikatowa ceche samoistnego zwiekszania
dawki podczas trwania infekcji. Wadg jest zdolnos¢
do kodowania genéw toksyn bakteryjnych - prze-
ksztalcania nieszkodliwych bakterii w patogeny.
W Polsce fagoterapia jest powszechnie uwazana za
leczenie eksperymentalne i stosowana tylko u tych
pacjentéw, u ktérych leczenie antybiotykami nie
powiodlo sie. Srednia skutecznosé terapii fagowej
w przypadku zakazen Enterococcus, S. aureus,
P aeruginosa, E. coli oraz Klebsiella pneumoniae
wynosi ok. 85%. Obecnie bakteriofagi mogg sta-
nowi¢ alternatywe dla antybiotykéw, np. w lecze-
niu pooparzeniowych infekcji bakteryjnych spowo-
dowanych P. aeruginosa (paleczka ropy blekitnej),
odpornej na rézne rodzaje antybiotykéw. Czesto
w takich przypadkach stosuje sie ,,koktajl” ztozo-
ny z wielu gatunkéw fagéw. Dobre wyniki przyno-
sileczenie pacjentéw z nawracajacymi zakazeniami
uktadu moczowego czy tez przewleklymi infekcja-
mi zatok; jest nadzieja, ze w przysztosci bakterio-
fagi beda stosowane u pacjentéw z tzw. zespolem
stopy cukrzycowej. Bakteriofagi wykorzystywane
sq coraz cze$ciej w terapii zwierzat, roslin oraz do
odkazania zywnosci.

Druga grupa zwigzkéw badanych pod katem za-
stosowania w medycynie jako leki przeciwbakte-
ryjne i przeciwgrzybicze sg peptydy przeciwdrob-
noustrojowe. Dotychczasowe badania kliniczne
obejmuja zastosowanie peptydéw w terapii miej-
scowej ze wzgledu na ich latwa degradacje enzy-
matyczng w przewodzie pokarmowym. Prowa-
dzone sa prace nad zastosowaniem odpowiednich
form leku, m.in. z wykorzystaniem mikrokapsut-
kowania, a takze rozwazane jest podawanie pep-
tydéw z inhibitorami peptydaz. Na etapie badani
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klinicznych sa m.in. preparaty z zastosowaniem
w leczeniu wrzodéw stopy u chorych na cukrzy-
ce, w meningokokowym zapaleniu opon mézgo-
wych, do zwalczania zakazen ukladu oddechowego
P aeruginosa, przede wszystkim towarzyszacych
mukowiscydozie. Zaleta omawianych peptydéw
jest duza szybkos¢ dzialania, szerokie spektrum
dzialania, w tym przeciw patogenom opornym na
antybiotyki, natomiast jednym z waznych ogra-
niczen stosowania peptydéw sa wysokie koszty
produkciji.

Réwniez preparaty niektérych przeciwcial mo-
noklonalnych okazaly sie skuteczne w wielu ciez-
kich zakazeniach bakteryjnych: w leczeniu $mier-
telnej postaci plucnej zakazenia laseczka waglika,
w zakazeniach P. aeruginosa w przebiegu muko-
wiscydozy, w biegunkach bakteryjnych wywola-
nych toksynami wytwarzanymi przez C. difficile,
a takze w zakazeniach spowodowanych toksyna-
mi Shiga wytwarzanymi przez enterokrwotoczne
szczepy E. coli.

Szczepionki stanowia od wielu lat uzupelnia-
jacy sposéb zwalczania choréb zakaznych, w tym
bakteryjnych. Na réznym etapie badan sg obec-
nie szczepionki nowych generacji, ktére bedg mo-
gly stanowi¢ ochrone przed wieloma typami cho-
réb zakaznych.

Nieustajace badania nad nowymi antybiotyka-
mi zaowocowaly odkryciem nowej grupy zwiazkéw
chemicznych - acylodepsypeptydéw, ktérych uni-
kalne dzialanie na komdrke bakteryjna polega na ich
ingerencji w funkcjonowanie proteazy bakteryjnej.
ZwiazKki te skutecznie niszcza formy przetrwalniko-
we wielu bakterii.

W obecnej sytuacji zblizonej do ery przedanty-
biotykowej, co dotyczy gléwnie leczenia zakazen
wielolekoopornych, celowe wydaja sie dalsze prace
nad oméwionymi opcjami terapeutycznymi.

Otrzymano: 2014.05.20 - Zaakceptowano: 2014.05.29
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