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ABSTRACT

Increasing bacterial and fungal drug resistance makes novel, effective
antimicrobial treatments actively sought. Because of the general lack of resistance
towards antimicrobial peptides (AMPs), they are being relied on as a novel class of
therapeutics aimed to conquer drug-resistant bacteria and fungi.

There are numerous ways in which AMPs might interact with pathogens, such
as membrane disruption, production of reactive oxygen species, inhibition of cell
wall, nucleic acid and protein synthesis or by the withdrawal of essential metal ions.
Biologically indispensable metal ions, such as Zn(Il) and Cu(Il), which are the key
players of this project, have a dual effect on the activity of antimicrobial peptides: (i)
AMPs bind them, so that microbes cannot get enough metals essential for their life
and virulence (withdrawal of metal ions, nutritional immunity) or (i1)) AMPs need the
given metal ion as a booster of their antimicrobial activity (metal ions affect the AMP
charge and/or structure).

In this chapter, we discuss the impact of the coordination of Cu(Il) and Zn(II) to
several antimicrobial peptides, focusing on the thermodynamics, structure and
coordination chemistry. The comparison of these data to the outcome of biological
growth studies (determination of minimal inhibitory concentration (MIC) of metal-
AMP complexes and their derivatives allows to draw conclusions about the
relationship between the metal-antimicrobial peptide complex structure, stability
mode of action and efficacy. In the nearest future, the most efficient complexes may
serve as templates for a rational design of novel, more potent AMP-based
therapeutics. Further improvement can be reached through the modification of the
most promising AMP complexes using (i) specifically targeted antimicrobial
peptides, in which the AMP will be covalently linked to a targeting peptide (Figure
1) or (ii)) chimeric compounds comprising AMPs bound to conventional
antimicrobials or peptidomimetic modifications (Figure 2).

Keywords: antimicrobial peptides, metal coordination, antibiotic resistance
Stowa kluczowe: peptydy przeciwdrobnoustrojowe, koordynacja metali,
antybiotykooporno$¢
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

— peptyd przeciwdrobnoustrojowy (ang. Antimicrobial peptide)
— mikroskopia sit atomowych (ang. Atomic force microscope)
— amino-terminalny motyw wigzacy jony Cu(II) oraz Ni(II)
(ang. Amino terminal Cu(Il) and Ni(Il) binding site)

— biatko chaperonowe wigzace jony miedzi ang. Copper
metallochaperone protein)

— ATP-aza ATP7A transportujaca miedz (ang. Copper-
transporting P-type ATPase)

— ATP-aza ATP7B transportujgca miedz (ang. Copper-
transporting P-type ATPase)

— chaperon miedziowy dysmutazy ponadtlenkowej (ang.
Copper chaperone for superoxide dismutase)

— metalochaperon COX17 (ang. Copper chaperone for
cytochrome c oxidase)

— metalochaperon CTR1 (ang. Copper transporters and
chaperone)

— metalochaperon CTR2(ang. Copper transporters and
chaperone)

— teoria funkcjonatu gesto$ci (ang. Density functional theory)
— patogeny bakteryjne wysoce zjadliwe i oporne na antybiotyki
(ang. Highly virulent and antibiotic resistant bacterial
pathogens)

— wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High-
performance liquid chromatography)

— wirus brodawczaka ludzkiego (ang. Human papillomavirus
infection)

— amyloidowy polipeptyd wyspowy — (ang. Islet amyloid
polypeptide)

— interleukina 18 (ang. Interleukin-18)

— interleukina la (ang. Interleukin-1a)

— interleukina 1B (ang. Interleukin-1p)

— interleukina 6 (ang. Interleukin-6)

— kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen-activated
protein kinases)

— minimalne st¢zenie hamujace (ang. Minimum Inhibitory
Concentration)

— komorki NK (ang. Natural killer cells)

— swoisty antygen sterczowy (ang. Prostate-specific antigen)
— reaktywne formy tlenu (ang. Reactive oxygen species)

— bialko sktadajace si¢ z oksydazy cytochromu ¢ kodowane
przez gen SCOI1 (ang. Cytochrome c oxidase assembly protein
SCO1I homolog)

— bialko sktadajace si¢ z oksydazy cytochromu ¢ kodowane
przez gen SCO2 (ang. Cytochrome c oxidase assembly protein
SCO2 homolog)

— laurylosiarczan sodu (ang. Sodium dodecyl! sulfate)

— dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Superoxide dismutase)

— specjalnie ukierunkowane peptydy przeciwdrobnoustrojowe
(ang. Specifically targeted antimicrobial peptides)
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Z1P —regulowane cynkiem, regulowane zelazem biatko podobne
do transportera (ang. The zinc-regulated, Iron-regulated
transporter-like Proteins)

ZnT — transporter cynku (ang. Zinc transporter)

Zastosowane skroty jedno- i trjliterowe dla nazw aminokwasow w sekwencjach wszystkich

opisywanych peptydow oraz badanych ligandow przedstawiono zgodnie z zaleceniami
IUB-IUPAC.
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WPROWADZENIE

Problem opornosci przeciwdrobnoustrojowe;j stal si¢ powaznym zagrozeniem dla
zdrowia publicznego. Wedtug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia, w wyniku
opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe na calym $wiecie umiera ponad 700 000
0s0b rocznie. Juz teraz znajdujemy si¢ w krytycznym punkcie walki z opornoscia
przeciwdrobnoustrojowg, tak wigc jesli nie zostang podjete zadne dzialania liczba ta
drastycznie wzrosnie. W zwiazku z tym zaleca si¢ nasilenie dziatan profilaktycznych,
zapewnienie dostepu do czystej wody 1 wurzadzen sanitarnych, jak rowniez
przeprowadzanie wzmozonych kontroli w placowkach medycznych, czy budowanie
swiadomosci spoleczenstwa w zakresie antybiotykoterapii. Jednak gtéwny nacisk nalezy
potozy¢ przede wszystkim na rozwoj nowych, skutecznych i specyficznych lekéw
przeciwdrobnoustrojowych. Z uwagi na fakt, ze od okoto 30 lat nie zostata opracowana
zadna nowa klasa antybiotykow, poszukuje si¢ alternatywnych metod walki
z chorobotwoérczymi mikroorganizmami. Jedna z obiecujacych klas zwigzkow stanowia
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs — ang. Antimicrobial peptides), wobec ktorych
drobnoustroje praktycznie nie wykazujg opornosci.

1. PEPTYDY PRZECIWDROBNOUSTROJOWE - DLACZEGO
INTERESUJACY JEST SPOSOB ICH ODDZIALYWANIA
7Z. JONAMI METALI?

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe stanowig jeden z eclementdw nieswoistej
odpowiedzi odpornosciowej organizméw zywych i sg to niewielkie peptydy, ktore
zawierajg od 5 do 100 reszt aminokwasowych. Ich wspolng cechg jest zdolno$¢ do
zabijania badz hamowania wzrostu drobnoustrojow. Ze wzgledu na niezwykla
roznorodno$¢ tej grupy zwigzkéw, jednoznaczna klasyfikacja peptydow
przeciwdrobnoustrojowych jest bardzo trudna. AMPs mozna podzieli¢ bioragc pod
uwage wiele kryteriow, takich jak: zroédlo pochodzenia, wlasciwosci
fizykochemiczne czy cel dziatania przeciwdrobnoustrojowego. Wsrod AMPs
najliczniejsza 1 najlepiej poznang grupe stanowig peptydy o dziataniu
przeciwbakteryjnym, ktérych dziatanie opiera si¢ na dwoch mechanizmach:
(i) prowadzacym do permeabilizacji lub przerwania ciagglo$ci blon i $cian
komoérkowych patogendéw lub (ii) atakujacym cele wewngtrzkomoérkowe [1].
Niezaleznie od wilasciwego mechanizmu dziatania danego AMP, niezbgdna jest
interakcja pomigdzy peptydem, a powierzchnig drobnoustroju, ktéra zachodzi
poprzez oddzialywania elektrostatyczne pomigdzy kationowym peptydem
a negatywnie natladowanymi elementami zewngtrznej powloki patogenu [2].
Dotychczas zaproponowano kilka modeli, ktére wyjasniaja, w jaki sposob AMPs
moga przenikac przez btong komoérkowa, a nastgpnie tworzy¢ w niej pory lub kanaty
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transblonowe. Ws$réd nich mozna wyrozni¢: model klepek beczki, model
toroidalnych poréw oraz model dywanowy [1].

Dlaczego warto zrozumie¢ sposoéb oddzialywania AMPs z jonami metali?
Aktywno$¢ wielu peptydéw przeciwdrobnoustrojowych jest zalezna od obecno$ci
biologicznie niezbgdnych, dwuwartosciowych jonow metali, takich jak Zn(II) oraz
Cu(Il), ktore mogg by¢ wykorzystywane przez AMPs na dwa sposoby. Pierwszym
z nich jest tzw. odporno$¢ odzywcza. Jest to proces, w ktérym organizm gospodarza
w odpowiedzi na infekcje, ogranicza dostep do niezbednych dla przezycia
i wirulencji patogenu jonow metali takich jak zelazo, cynk, miedz oraz mangan [3].
Niektore AMPs moga tworzy¢ z jonami metali zwiazki kompleksowe o wysokim
powinowactwie, dzi¢ki czemu nie sg one tatwo dostepne dla drobnoustrojow. Drugi
sposob dziatania AMPs opiera si¢ na wykorzystaniu dwuwartoSciowych jonow
metali do zmiany swoich wlasciwosci fizykochemicznych takich jak struktura czy
fadunek  wypadkowy, co umozliwia lub wzmacnia ich aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa [4].

Ze wzgledu na szereg zalet oraz fakt, ze¢ AMPs funkcjonuja jako podstawowy
sktadnik wrodzonej odporno$ci organizmu, staly si¢ one obiecujagcym kandydatem
na nowg klas¢ lekéw o dzialaniu antybiotycznym, bakteriostatycznym, ale rowniez
przeciwwirusowym oraz przeciwgrzybiczym. Do ich niewatpliwych zalet zalicza si¢
fakt, ze (i) czgsto wykorzystujg wiecej niz jeden mechanizm dziatania, dzigki czemu
ryzyko wyksztalcenia wobec nich oporno$ci jest mniejsze, w poréwnaniu do
konwencjonalnych antybiotykéw [5], (ii) charakteryzuja si¢ krotkim czasem
dzialania 1 szerokim spektrum aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej, co ma
szczegllne znacznie w leczeniu rozleglych, wielogatunkowych infekcji skory
1 tkanek migkkich, (iii) produktami degradacji AMPs sa aminokwasy, wobec czego
ryzyko ogolnoustrojowej toksycznoséci, a takze zachodzenia interakcji pomig¢dzy
innymi lekami jest minimalne. Jednakze AMPs nie sg wolne od mankamentow.
Jednym z czynnikdéw ograniczajacych ich kliniczne zastosowanie jest niska
stabilno$¢ metaboliczna. Ze wzgledu na degradacje enzymatyczng i stabg penetracje
blony Sluzowej jelit, leki peptydowe charakteryzuja si¢ niska biodostgpnoscia przy
stosowaniu doustnym, a stosowanie AMPs ogdlnoustrojowo ograniczone jest przez
stosunkowo krotki czas poéttrwania i ich szybka eliminacj¢ z organizmu przez
watrobe 1 nerki [6]. Zastosowanie ogolnoustrojowe ogranicza réwniez potencjalna
toksycznos¢ wobec komorek eukariotycznych, w szczegdlnosci nefronow [7] oraz
wzglednie wysoki koszt produkcji w porownaniu z lekami o podobnej masie
czasteczkowej [8]. Tak wigc w celu zwiekszenia skuteczno$ci dziatania AMPs oraz
przezwyciezenia przedstawionych ograniczen, opracowano kilka strategii, ktore
obejmuja: (i) modyfikacje chemiczne peptydu oraz (ii) stosowanie réznych systemow
dostarczania lekéw, ktore majg na celu poprawienie stabilnosci peptydu w obecnosci
enzymow proteolitycznych. Jedng z najbardziej obiecujacych technik jest projekto-
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wanie peptydow STAMP (ang. Specifically targeted antimicrobial peptides).
W odréznieniu od klasycznych AMPs, sg one specyficzne wobec danego szczepu,
dzieki czemu nie wyniszczaja naturalnej mikroflory organizmu i wykazuja
obiecujacg aktywnos¢ in vitro oraz w badaniach przedklinicznych. Zbudowane sg
z dwoch niezaleznych od siebie domen: (i) klasycznego AMP lub jego analogu,
stanowigcego domeng niszczaca, ktorej zadaniem jest szybki atak na komodrke
drobnoustroju oraz (ii) domeny kierujacej, ktora dzigki charakterystycznym
oddzialywaniom na powierzchni patogenu zwicksza specyficzno$§¢ wobec danego

A) B)
Peptyd STAMP komorka gospodarza komdrka drobnoustroju

facznik —

comens X Al
niszczaca domena H
kierujgca

gatunku i powoduje selektywng akumulacje AMP wokot komoérek drobnoustroju [9].
Na Rysunku 1 przedstawiony zostat schematyczny sposob dziatania STAMP.

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie A) budowy peptydu STAMP oraz B) sposobu dziatania peptydow
STAMP wobec komorek gospodarza i komoérek patogenow

Figure 1. Schematic representation of A) the structure of the STAMP peptide and B) the mode of action of
STAMP peptides against host cells and pathogen cells

Druga strategia poprawy wlasciwosci AMPs jest zastosowanie specyficznych
systemow dostarczania leku do organizmu, ktéore obejmuja: (i) materialy
nieorganiczne, (ii) materialy polimerowe, (iii) dyspersje zwigzkow surfaktantowych
oraz (iv) systemy samoorganizacji peptydéw. Ich zastosowanie pozwala na lepsza
kontrolg ekspozycji i uwalniania peptydéw w organizmie, ochrone przed degradacja,
a w niektorych przypadkach moze rowniez zwigksza¢  dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe.

Dodatkowa zaleta stosowania AMPs jest relatywnie niska opornosé
drobnoustrojéw na ich dziatanie. Nalezy zaznaczy¢ roéwniez, ze w Srodowisku
naturalnym drobnoustroje spotykaja si¢ z AMPs od przynajmniej 2 miliondw lat,
wobec czego catkowita opornos¢ na ich dziatanie wydaje si¢ by¢ niemozliwa [10],
natomiast proces ten jest nieporownywalnie wolniejszy niz w przypadku opornosci
wobec konwencjonalnych antybiotykéw. Wytworzenie opornosci drobnoustrojow
przeciwko AMPs moze zachodzi¢ poprzez mechanizmy bierne (konstytutywne),
ktore zwigzane sa z ekspresja odpowiednich genow oraz indukowane (adaptacyjne).
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Do wyksztalcenia opornosci indukowanej bakterie wykorzystuja mechanizmy
opierajace si¢ na: (i) syntezie enzymow proteolitycznych, (ii) modyfikacji zewne-
trznych oston komorkowych, (iii) modyfikacji $ciany komorkowej bakterii Gram-
dodatnich oraz Gram-ujemnych, (iv) tworzeniu biofilmu bakteryjnego czy
(v) pomp wyrzutu.

2. JONY METALI - DLACZEGO SA AZ TAK ISTOTNE?

Cynk jest mikroelementem niezbednym do wzrostu i rozwoju, nie tylko dla
organizmu ludzkiego, ale dla wszystkich form Zycia. W organizmie doroslego
czlowieka znajduje si¢ 3 g cynku, a jego $rednie st¢zenie w tkankach wynosi ok. 0.6
mM. Po zelazie, cynk jest drugim najbardziej rozpowszechnionym pierwiastkiem
w organizmie [11]. Szacuje si¢, Zze jest on zaangazowany w dzialanie ok. 10%
wszystkich biatek znajdujacych si¢ w ludzkim organizmie [12], gdzie pehni rolg
strukturalng oraz katalityczng w ponad 300 enzymach, nalezacych do wszystkich
szesciu klas. W wigkszosci przypadkéw cynk katalizuje hydrolize lub przenoszenie
specyficznych grup funkcyjnych. Ponadto: (i) stabilizuje strukture palcow
cynkowych, czyli domen biatkowych, ktore wystepuja w biatkach wigzacych kwasy
nukleinowe, (ii) jest niezb¢dny do podzialu i réznicowania komorek, (iii) bierze
udziat w reakcjach uktadu immunologicznego, (iv) procesie spermatogenezy,
(v) procesie gojenia ran oraz (vi) syntezie hormonow steroidowych. Cynk petni takze
role w sygnalizacji migdzykomorkowej, zmieniajac swoje stezenie w odpowiedzi na
dany czynnik, np. stres oksydacyjny, apoptozg, stymulacje elektryczng czy
ekspozycje na glukoze [13]. Ma réwniez szczegélne znaczenie dla osrodkowego
uktadu nerwowego, a zaburzenia homeostazy jonéw cynku w strukturach mozgu
moga wpltywaé na dzialanie receptoréw odpowiedzialnych za przewodzenie
sygnatow nerwowych, indukowaé stres oksydacyjny oraz prowadzi¢ do $mierci
neurond6w 1 astrocytow. Za homeostaze 1 transport cynku w organizmie
odpowiedzialne sa bialka z rodzin ZIP, ktore odpowiadaja za import cynku do
cytozolu oraz ZnT - transporter cynku (ang. Zinc transporter) odpowiadajace za jego
eksport. Za magazynowanie i odpowiednie uwalnianie cynku odpowiadaja natomiast
metalotioneiny - niskoczasteczkowe biatka bogate w reszty cysteiny, o wysokim
powinowactwie do dwuwartoSciowych jonow metali [14]. W odréznieniu od innych
dwuwartosciowych  jonow metali, Zn(ll) nie wykazuje wlasciwosci
oksydoredukcyjnych, a jego konfiguracja elektronowa ([Ar]3'%) sprawia, ze przejscia
elektronowe typu d-d nie wystepuja, przez co nie sg widoczne w badaniach
spektroskopii absorpcyjnej. W przypadku peptydow i bialek, najbardziej
preferowanymi atomami donorowymi dla jonu cynku sg atomy azotu, tlenu i siarki
znajdujace si¢ odpowiednio w tancuchach bocznych reszty histydylowej, kwasu
glutaminowego lub asparaginowego i cysteiny. Otoczenie koordynacyjne moze by¢
takze uzupelione czasteczka wody [11]. Charakterystyczna dla cynku jest wysoce
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elastyczna geometria koordynacyjna, ktéra zalezna jest wylacznie od wielko$ci
i fadunku liganda. Liczba koordynacyjna dla cynku moze wynosi¢ 4, 5 lub 6 przyjmu-
jac odpowiednio geometri¢ tetraedru, bipiramidy trygonalnej Iub piramidy
kwadratowej 1 oktaedru. Jednakze najczesciej spotykang w bialkach i peptydach
cynkowych, jest geometria tetraedryczna [15].

Innym niezb¢dnym mikroelementem, ktéry odgrywa niezwykle istotng role
w utrzymaniu zdrowia i zycia wielu organizmow jest miedz. U ludzi jest niezbgdna
do prawidlowego funkcjonowania narzadéow i procesow metabolicznych, a jej
zawarto$¢ ksztattuje sie na poziomie ok. 2 mg/kg masy ciata. Jej przyswajalnos¢
z przewodu pokarmowego wynosi ok. 50%, a ilo$¢ wchtanianej miedzi zalezna jest
od obecnosci jondéw zelaza oraz cynku, ktére rywalizujg z miedzig o miejsca
absorpcji w jelicie cienkim. Nastepnie, po zwigzaniu do albuminy, jony tego metalu
transportowane sa do watroby, gdzie s3 magazynowane. Wigkszos¢ jonéw miedzi
obecnych we krwi zwigzana jest z ceruloplazming - enzymem odpowiedzialnym za
homeostaze zelaza, ktéry bierze udziat w mechanizmach obronnych w warunkach
stresu oksydacyjnego. Nadmiar wolnych jonéw miedzi w organizmie moze by¢
toksyczny. Zredukowana forma - Cu(l), katalizuje reakcj¢ Fentona, ktorej
produktami sg reaktywne formy tlenu (RFT) mogace uszkadza¢ zywe komorki,
prowadzac do oksydacyjnego uszkodzenia biatek, peroksydacji lipidow oraz pekania
nici kwasow nukleinowych [16]. Za utrzymywanie odpowiedniego stezenia jonow
miedzi w  komorkach odpowiedzialne s transbtonowe transportery
jednowartosciowych jonéw metali CTR1 i CTR2, biatka chaperonowe CCS, Atox1,
Cox17, SCO1 i SCO2 oraz bialka ATP7A oraz ATP7B, ktére biora udziat
w aktywnym eksporcie miedzi z komorki lub jej przylaczanie do biatek
enzymatycznych [17]. Zaburzenia homeostazy jonéw miedzi skutkujg
wystepowaniem wielu schorzen takich jak choroba Wilsona, choroba Menkesa,
choroba Huntingtona, aceruloplazminemia, choroba Alzheimera czy choroba
Parkinsona [18]. Ponadto miedz warunkuje dziatanie wielu enzymoéw, z ktoérych duza
czg$¢ bierze udziat w procesach oksydacyjno-redukcyjnych, np. oksydaza
cytochromowa, odpowiedzialna za transport elektronéw w tancuchu oddechowym
czy dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalizujaca dysproporcjonowanie
anionorodnika ponadtlenkowego (O>") do tlenu (O) i nadtlenku wodoru (H20»).
Zazwyczaj miedz wystepuje na +1 (forma zredukowana) lub +II (forma utleniona)
stopniu utlenienia, dzigki czemu moze petic role donora lub akceptora elektronéw
i bra¢ udziat w kluczowych reakcjach redoks [16]. Forma zredukowana, Cu(l)
o konfiguracji elektronowej: [Ar]3d'?, moze tworzy¢ zwigzki kompleksowe o liczbie
koordynacyjnej 2, 3 lub 4 przyjmujac przy tym odpowiednio geometri¢ liniows,
trygonalng oraz tetraedryczng. Forma utleniona, o konfiguracji elektronowe;j: [Ar]3d’
tworzy zwiazki kompleksowe o liczbie koordynacyjnej réwnej 4, 5 lub 6, preferujac
geometri¢ odpowiednio ptaskiego kwadratu, piramidy kwadratowej lub znieksztal-
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conego oktaedru, ktory powstaje na skutek efektu Jahna-Tellera. Wigkszo$¢
zwiazkow Cu(Il) jest koloru niebieskiego lub zielonego, z charakterystycznymi
przejsciami elektronowymi typu d-d w zakresie 600-900 nm [19]. Atomami
donorowymi, znajdujacymi si¢ w peptydach i bialkach sg reszty histydyny, cysteiny
oraz metioniny, a zgodnie z teorig twardych i migkkich kwasow i zasad: Cu(l) jest
kwasem mickkim i preferuje migkkie ligandy, takie jak ugrupowania tiolowe oraz
tioeterowe, natomiast Cu(Il), o charakterze posrednim, silnie wiagze ligandy
posrednie takie jak atom azotu. Twardszy jon Cu(ll) oddzialuje réwniez silniej
z czasteczkami wody, wobec czego jest znacznie bardziej stabilny
w roztworach wodnych [19].

3. KOMPLEKSY AMYLINY — PRZECIWCUKRZYCOWE
I PRZECIWGRZYBICZE

Amylina (ang. Islet Amyloid Polypeptide — 1APP) jest polipeptydem
wytwarzanym oraz wydzielanym przez komorki beta wysp Langerhansa trzustki.
Nalezy do biatek z rodziny kalcytoniny, do ktorej zalicza si¢ hormony peptydowe.
Jej obecnos¢ potwierdzono rowniez w innych narzadach uktadu pokarmowego oraz
w komodrkach uktadu nerwowego [20]. Wydzielana jest razem z insuling
z pecherzykow sekrecyjnych, w ktérych zidentyfikowano réwniez proinsuling,
C-polipeptyd oraz jony metali Zn(II) i Ca(Il). W odpowiedzi na wzrost stezenia
glukozy po spozyciu pokarmu, amylina hamuje wydzielanie glukagonu, w efekcie
obnizajac stezenie glukozy we krwi. Aktywna biologicznie amylina zbudowana jest
z 37 reszt aminokwasowych, zawiera mostek disulfidowy pomiedzy resztami cystein
znajdujacymi si¢ w pozycjach 2 i 7 oraz amid na C-koncu. Jedna z wazniejszych cech
charakteryzujacych amyling jest jej skltonno$¢ do fibrylacji. Ztogi amyloidowe,
znajdujace si¢ w komorkach trzustki u ponad 90% pacjentéw chorych na cukrzyce,
zbudowane sg glownie z amyliny. Najbardziej toksyczne dla komorek B-trzustki sa
tzw. struktury prefibrylarne, ktore powstaja podczas konwersji natywnej postaci
amyliny do amyloidu [21]. W zaleznosci od gatunku, sekwencja aminokwasowa
amyliny oraz sklonno$¢ do fibrylacji roznia si¢. Modelowym przyktadem
nietworzacego fibryli peptydu jest amylina szczurza, ktéra r6zni si¢ od tworzacej
fibryle amyliny ludzkiej sze§cioma aminokwasami. Najwicksze znaczenie wydaje si¢
mie¢ fragment 20-29, w ktorym zawiera si¢ az piec¢ z nich [22]. W pozycjach 25, 28
1 29 znajduja si¢ reszty proliny (sekwencje analizowanych peptydow przedstawiono
w Tabeli 1), z czego szczegdlne znaczenie ma reszta proliny w pozycji 25, ktora
ogranicza interakcje z sasiadujagcymi aminokwasami uniemozliwiajac tworzenie si¢
struktur B [23]. Na szczegdlng uwage zastuguje rowniez reszta histydyny znajdujaca
si¢ wylacznie w sekwencji amyliny ludzkiej [24]. U pozostalych gatunkéw w tym
miejscu (pozycja 18) znajduje si¢ reszta argininy. Histydyna jako aminokwas wrazli-
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wy na zmiang pH, a takze efektywny ligand dla jonéw metali moze istotnie wplywac
na proces fibrylizacji [25]. Analogiem amyliny, dopuszczonym do stosowania jako
lek u pacjentéw cukrzycowych, u ktorych terapia insuling nie daje odpowiednich
rezultatow jest pramlintyd. W sekwencji aminokwasowej pramlintydu trzy
aminokwasy (Ala-25, Ser-28 i Ser-29) zostaly zastapione resztami proliny, na wzor
nietworzacej fibryli amyliny szczurzej. Peptydy amyloidowe, do ktorych zalicza si¢
amylina oraz niektore peptydy przeciwdrobnoustrojowe posiadaja szereg wspolnych
cech, ktore sklonily badaczy do poszukiwania powigzan pomiedzy tymi dwiema
grupami. Obie klasy wykazuja podobny mechanizm niszczenia bton komdrkowych
poprzez tworzenie kanaldow jonowych. Cze$¢ AMPs przyjmuje drugorzedowa
strukturg B-kartki, podobng do struktury peptydéw amyloidowych. Podobienstwo
tworzonych kanaléw w blonie komoérkowej, oprocz badan empirycznych, zostato
potwierdzone réwniez poprzez obliczenia teoretyczne, ktore pokazaty, ze organizacja
podjednostek B w kanatach btonowych tworzonych przez protegryng-1 i f-amyloid
(APB) jest podobna [26]. Wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe amyliny wykazano
wobec bakteriom Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli. Autorzy publikacji
[27] zaproponowali nastepujacy sposob dziatania: w fizjologicznym pH monomery
amyliny posiadajg tadunek dodatni. W pierwszym etapie nastgpuje ich
elektrostatyczne przycigganie do negatywnie naladowanej blony S. aureus,
a nastepnie dochodzi do zmiany struktury drugorzedowe;j z nieuporzadkowanej do o-
helikalnej, dzigki czemu peptyd zostaje zakotwiczony w blonie. Po osiggnig¢ciu
odpowiedniego stezenia, peptydy tworzg strukturg przypominajacg micele, a wtedy
btona =zostaje przerwana. Struktury fibrylarne wykazujag znacznie mniejszg
toksyczno$¢ wobec bton i prawdopodobnie uktadajg si¢ réwnolegle do blony
komoérkowej bakterii, a po czasie tworzg nierozpuszczalne zlogi amyloidowe [27].
Jony metali takich jak Zn(II), Cu(Il) i Fe(Il) s3 powszechnie kojarzone z procesem
agregacji amyliny i innych peptydéw amyloidogennych oraz z rozwojem cukrzycy
typu II. Jony Zn(II) biora udziat w procesie regulacji glikemii oraz znajduja si¢ razem
z amyling w pecherzykach sekrecyjnych. Zaburzenie réwnowagi pomig¢dzy
stezeniem amyliny i1 jonow Zn(Il) powoduje wzmozong agregacje¢ peptydu. Jony
Fe(Il) przyczyniaja sic do wzrostu tworzenia pofatdowanych struktur B. Zelazo
zawarte w hemie, moze z amyling tworzy¢ kompleks hem-amylina prowadzac do
tworzenia toksycznych reaktywnych form tlenu [28].

Przeprowadzone przez nas badania umozliwity okreslenie termodynamicznych
i strukturalnych kompleksow amyliny szczurzej i pramlintydu (Tabela 1).
W przypadku jonoéw Zn(Il), kompleks z pramlintydem, w ktérym koordynacja
nastepuje przez dwa atomy azotu, jest znacznie bardziej stabilny w poréwnaniu do
kompleksu z amyling szczurza, w ktorej atomem donorowym jest tylko jeden N-
koncowy atom azotu. Kompleksy z jonami Cu(ll) wykazuja poréwnywalng
stabilnos$¢. Powyzej pH 6, kompleks z pramlintydem jest minimalnie mniej stabilny,
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co prawdopodobnie spowodowane jest wystepowaniem roéwnowagi pomiedzy
dwoma sposobami koordynacji dla tego wukltadu. Znaczaca aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa zostala zarejestrowana wylacznie dla uktadu Zn(Il)-
pramlintyd wobec gatunku grzybiczego Candida albicans. Dodatkowo, kompleks
Zn(Il)-pramlintyd jest jedynym uktadem, w ktorym struktury fibrylarne tworza si¢
w przeciggu 24 h, co sugeruje, ze ich obecno$¢ moze mie¢ bezposredni zwigzek
z dziatlaniem przeciwdrobnoustrojowym tego kompleksu. Badania AFM (ang.
Atomic force microscope) dla acetylowanego pramlintydu i jego kompleksow
z jonami metali, wskazujg na istotng role koordynacji cynku zaréwno do imidazolu
His-18, jak i wolnej N-koncowej grupy aminowej w tworzeniu struktur fibrylarnych.
Prawdopodobnie ten sposob koordynacji Zn(Il) powoduje istotng zmiang
konformacji peptydu (przypuszczalnie jego zgigcie), ktora inicjuje powstawanie
(podobnych do ‘igiet’) struktur fibrylarnych, ktore najprawdopodobniej odpowiadaja
za  fizyczne  uszkodzenia  komorek C.  albicans. W  kompleksie
Cu(Il)-pramlintyd, w ktérym w pH fizjologicznym w koordynacj¢ zaangazowane sg
trzy azoty amidowe oraz N-koncowy azot aminowy lub azot imidazolowy (dwa
sposoby koordynacji sg ze sobag w réwnowadze) nie obserwujemy tworzenia si¢
struktur fibrylarnych, ani aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Nie zauwazamy
réwnoczesnej koordynacji jonéw Cu(Il) do N-koncowej aminy i imidazolu His-18,
a wigc nie obserwujemy, w przeciwienstwie do Zn(II), koniecznoséci wygiecia si¢
fancucha peptydowego. Prawdopodobnie, ptaskokwadratowa geometria, ktorg
przyjmuje kompleks Cu(Il) zapobiega agregacji peptydu. Udzial drugorzedowe;j
struktury o-helikalnej zwigksza si¢ w §rodowisku imitujagcym btong komodrkowsa
(SDS), zarowno dla pramlintydu, jak i amyliny szczurzej (ktéra nie wykazuje
dzialania przeciwdrobnoustrojowego) niezaleznie od obecno$ci jondéw metali.
Przyjmowanie uporzadkowanej struktury drugorzgdowej moze ulatwiad
oddziatywanie z zewngtrzna powlokg drobnoustroju, natomiast w tym przypadku nie
determinuje mechanizmu dziatania przeciwdrobnoustrojowego. Przypuszczalnie,
fibryle formujace si¢ na skutek tworzenia kompleksu Zn(Il)-pramlintyd, uszkadzaja
btong komorkowsq patogenu, w sposéb przypominajacy naktucie igly co prowadzi
ostatecznie do utraty cigglosci btony i $§mierci komoérki. Podobny mechanizm zostat
przedstawiony dla amyliny ludzkiej, ktéora w warunkach fizjologicznych jest
wyjatkowo sklonna do tworzenia fibryli [27], a takze dla innych amyloidowych
bialek zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi np. a-synukleiny — biatka
bioragcego udziat w patogenezie choroby Parkinsona, ktéra koordynuje jony Cu(II)
przez N-koncowag grupe aminowa Met-1, sgsiadujgcy z nig azot amidowy, grupe
karboksylowa Asp-2 i oddalony od nich imidazol His-50, przyspieszajac proces
fibrylacji tego biatka [24].
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4. KALCYTERMINA Z LUDZKICH DROG ODDECHOWYCH

Kalcytermina jest peptydem przeciwdrobnoustrojowym wystepujacym
w wydzielinie ludzkich drég oddechowych. Stanowi 15-aminokwasowy, C-koncowy
fragment kalgranuliny C (S100A12), nalezacej do rodziny biatek wigzacych wapn —
S100, ktéra obejmuje przynajmniej 25 bialek o niskiej masie czasteczkowej
(9-14 kDa) [29]. Bialka z tej rodziny zaangazowane sg w: (i) fosforylacje biatek,
(i) regulacje aktywnosci niektorych enzymoéw, (iii) utrzymywanie homeostazy
Ca(Il), (iv) proces krzepniecia krwi oraz (v) proliferacje i réznicowanie komorek.
Ponadto wykazujg takze wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe oraz
pobudzajace uktad odpornosciowy [30]. Sekwencja tych biatek jest wysoce
konserwatywna posrod roznych gatunkéw kregowcow. Sekwencje peptydow, ktdre
zostaty poddane badaniom zestawiono w Tabeli 1. W swojej strukturze posiadajg
dwa charakterystyczne miejsca wigzania jondw wapnia tzw. motywy typu reki EF
1 przyjmuja strukture typu helisa-petla-helisa. W roztworze biatka S100 wystepuja
najczesciej jako dimery [31], a koordynacja jonow Ca(ll) wplywa na zmiany
konformacyjne tych bialek, umozliwiajac im interakcje z innymi biatkami
efektorowymi. Oprocz jonow Ca(ll), wiele bialek z rodziny S100 moze wiazaé
rowniez jony Zn(II) i Cu(Il). Oddziatywanie z dwuwarto§ciowymi jonami metali
powoduje zmiany konformacyjne oraz zwiekszenie powinowactwa biatka do jonow
Ca(Il). Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe kalcyterminy warunkowane jest warto$cia
pH srodowiska [29]. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna przeciwko E. coli i Pseudomonas
aeruginosa zostata zaobserwowana po obnizeniu pH z wartosci fizjologicznej (pH
7.4) do lekko kwasowej (pH 5.4), w ktorej reszty histydylowe sa uprotonowane, co
zwigksza dodatni tadunek peptydu. Dodatkowym czynnikiem zwigkszajagcym
dziatanie przeciwbakteryjne kalcyterminy jest obecnos¢ jonéw Zn(Il). W przypadku
bakterii Listeria monocytogenes, dziatanie bojcze kalcyterminy warunkowane byto
obydwoma czynnikami. Badania przeprowadzone z udzialem kalcyterminy oraz jej
trzech mutantow H9A, H11A oraz H13A dowiodty, Zze najwyzsze powinowactwo do
jonow Zn(II) oraz Cu(Il) wykazuje natywna kalcytermina, ktora w swojej sekwencji
zawiera trzy reszty histydylowe, a jony Cu(Il) nie wykazujg szczegolnych preferencji
pomiedzy resztami imidazolowymi. Powinowactwo Cu(ll) do mutanta H11A jest
najnizsze sposrdéd badanych ligandow, co jest zgodne z hipotezg dotyczaca
koordynacji tylko jednej z dwoch obecnych w tancuchu reszt histydylowych.
Zauwazono, ze wicksza czg¢§¢ reszt histydylowch w tancuchu zapewnia bardziej
stabilny kompleks z jonami Cu(Il), a uktady w ktorych histydyny oddzielone sg od
siebie tylko jedng inng reszta sa bardziej skutecznie w wigzaniu Cu(Il), w poréwnaniu
do uktadow, w ktorych dwie reszty histydylowe oddzielone sg od siebie trzema
resztami. W przypadku jondéw Zn(Il), oprécz liczby reszt histydylowych
w sekwencji, wptyw na efektywnos$¢ wigzania jonéw Zn(Il) ma réwniez ich
polozenie. Tak jak w przypadku jonow Cu(Il), najwyzsze powinowactwo do Zn(II)
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mozna zaobserwowaé dla kalcyterminy, a analiza wynikow uzyskanych dla jej
mutantow wskazuje, ze kluczowa role w wigzaniu Zn(Il) maja reszty histydylowe
w pozycjach 9 oraz 11 [32]. Przeprowadzone badania mikrobiologiczne umozliwity
nam wyznaczenie warto$ci MIC i wykazanie dziatania przeciwdrobnoustrojowego
kalcyterminy wobec bakterii S. aureus oraz K. pneumoniae. Jako pierwsi
pokazalismy takze dziatanie przeciwgrzybicze, ktore warunkowane jest obecnoscia
jonéw metali. Analiza otrzymanych wynikow umozliwia nam stwierdzenie, ze
zarowno substytucja reszt histydylowych na alaning, jak i obecno$¢ jonow metali
maja korzystny wplyw na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Ponadto, w wielu
przypadkach wartosci MIC byly mniejsze od 8 pg/ml, co czyni kalcyterming, jej
analogi oraz ich kompleksy konkurencyjnymi wobec komercyjnie stosowanych
terapeutykdéw. Najbardziej obiecujgce wyniki badan przeciwdrobnoustrojowych
otrzymaliSmy dla mutanta H9A wobec C. albicans. Zaréwno dla samego mutanta,
jak i dla jego kompleksow z jonami Zn(II) oraz Cu(Il) otrzymano nizsze wartos$ci niz
dla amfoterycyny i flukonazolu, ktére sa powszechnie stosowane w leczeniu zakazen
grzybiczych. Poréwnywalne badZz duzo nizsze wartosci MIC w stosunku do
stosowanych lekow zaobserwowano rowniez dla mutanta HI3A oraz jego
kompleksow z jonami metali wobec S. aureus oraz Enterococcus faecalis. Brak
zaleznoéci miedzy aktywnoscia biologiczng a termodynamiczng stabilnoscig
tworzonych  komplekséw pozwala wyciagnaé wnioski, ze aktywno$é
przeciwdrobnoustrojowa kalcyterminy, jej analogdw oraz kompleksow nie jest
osiggana w procesie odpornosci odzywczej, ,a najprawdopodobniej dzigki zmianom
w tadunku i/lub lokalnej struktury. Przypuszczenie to potwierdza rowniez tendencja
kalcyterminy oraz jej mutantow do przyjmowania struktury o-helikalnej
w $rodowisku imitujagcym btong komoérkowa (SDS), co moze utatwi¢ interakcje
z btong komorkows [32].

5. SEMENOGELINY Z OSOCZA NASIENIA

Semenogelina I (Sgl) oraz semenogelina II (Sgll) sa bialkami dominujacymi
w osoczu nasienia ludzkiego [33]. Sgl jest biatkiem o masie molekularnej 52 kDa,
zbudowanym z 462 reszt aminokwasowych. Sgll ma mase¢ 65 kDa i sktada si¢ z 582
aminokwasow. Sekwencje aminokwasowe Sgl 1 Sgll pokrywaja si¢ w 78%, jednakze
kodowane sg przez dwa rozne geny. W sekwencjach biatek Sgl i Sgll pojawiaja si¢
60-aminokwasowe konserwatywne motywy, ktore wielokrotnie si¢ w nich
powtarzaja [34]. Ich synteza zachodzi w nablonku gruczolowym pe¢cherzykow
nasiennych i stanowig one ok. 60% objetosci wszystkich biatek ejakulatu. Podczas
ejakulacji wszystkie frakcje tacza si¢ tworzac koagulat o zelowej strukturze,
a'w procesie tym duzg role odgrywaja jony Zn(Il), ktorych stezenie w osoczu nasienia
jest ok. 100-krotnie wyzsze niz w osoczu krwi i wynosi ok. 2 mM. Wydzielina
gruczotu krokowego bogata jest w wolne jony Zn(Il) oraz PSA (ang. Prostatespecific
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antigen), ktorego aktywno$¢ jest przez nie hamowana. Po potaczeniu
z frakcjg nasienia zawierajaca duze stgzenie semenogelin, nastgpuje wychwyt jonow
Zn(Il) przez semenogeliny. Koordynacja jonow metalu prowokuje zmiang konfor-
macyjna biatek, umozliwiajac tworzenie si¢ zelowego koagulatu, ktory ma za zadanie
unieruchomi¢ plemniki. Jednoczes$nie zmniejsza si¢ stezenie wolnych jonow Zn(Il),
co powoduje aktywacje PSA. Dochodzi do rozktadu proteolitycznego semenogelin,
niszczenia macierzy koagulatu i umozliwienia plemnikom swobodnego ruchu [35].
Oprocz udzialu w procesie koagulacji i uptynnienia nasienia, semenogeliny moga
stuzy¢ jako substraty dla transglutaminazy i aktywatory hialuronidazy plemnikow,
ktore odpowiedzialne sa za degradacj¢ otoczki wokol komorki jajowej, co ma
znaczenie w procesie zaptodnienia [36]. Semenogeliny pelnig rowniez funkcje
przeciwdrobnoustrojowa. W badaniach przeprowadzonych przez H. Zhao i in. [37]
zidentyfikowano cztery fragmenty semenogeliny I, powstate w wyniku rozpadu
proteolitycznego. Jeden z nich, Sgl-29 (sekwencja przedstawiona w Tabeli 1)
wykazuje wilasciwosci przeciwbakteryjne wobec szeregu patogenow. Inna grupa
badawcza zidentyfikowata przeciwbakteryjny fragment Sgll (sekwencja
przedstawiona w Tabeli 1), ktory nazwano ,,Sgll peptide A” [38]. Badania
mikrobiologiczne wykazaly znaczacg aktywno$¢ wobec bakterii z rodzaju
Streptococcus, oraz gatunkow E. coli, S. aureus 1 E. faecalis, a takze umiarkowane
dzialanie wobec P. aeruginosa. Dodatkowo, udowodniono, ze aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa fragmentéw semenogelin zalezna jest od jonéw Zn(II).
Eksperyment wykazat, ze usuniecie jondw Zn(II) z osocza nasienia powoduje prawie
catkowite zahamowanie wlasciwosci bdjczych, natomiast ich ponowny dodatek
przywrocit  dziatanie  przeciwbakteryjne.  Przeprowadzone  przez  nas,
z wykorzystaniem wybranych fragmentéw semenogelin (Tabela 1), badania
dowiodty, ze dla wszystkich kompleksow z jonami Cu(Il) oraz Zn(II), w pH
fizjologicznym, zestaw atomow donorowych biorgcych udziat w koordynacji jonow
metali jest taki sam, a w sferze koordynacyjnej znajduja si¢ N-koncowy azot
aminowy oraz trzy azoty imidazolowe, jednakze w przypadku kompleksow SgI-29
obserwujemy koordynacje typu histaminowego (koordynacja jonow metali nastgpuje
przez N-koncowa grupe aminowa oraz reszt¢ histydyny w pozycji 1), w ktorym
tworzy si¢ pigciocztonowy pierScien. Analiza wilasciwosci termodynamicznych
wykazata, ze w catym zakresie pH najbardziej stabilny kompleks tworzy SgI-29
z jonami Zn(II). SgIIA oraz Sg-15 koordynuja jony Zn(Ill) z powinowactwem
nizszym, odpowiednio o 20% oraz 40%, co wskazuje na fakt, ze histaminowy sposob
koordynacji jest bardziej efektywny niz koordynacja przez N-koncowy azot aminowy
oraz trzy imidazolowe atomy azotu. W sekwencji SgIIA znajduja si¢ 3 miejsca,
w ktorych reszty histydylowe znajduja si¢ w swoim bliskim sasiedztwie
(-His-13-Phe-14-His-15-,  -His-20-His-21- i —His-27-His-28-).  Wyniki
potencjometryczne i spektroskopowe pokazaty, ze w roztworze moga w rownowadze
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znajdowaé si¢ kompleksy o takim samym sposobie koordynacji, w ktorych atomy
donorowe pochodza od réznych zestawow reszt histydylowych, co
najprawdopodobniej wyjasnia wyzsza stabilnos¢ termodynamiczng SgIIA w porow-
naniu do Sg-15. W przypadku jonéw Cu(Il) do pH ok. 6.5 najbardziej skuteczny
W wigzaniu jonéw miedzi jest histaminowy sposob koordynacji. Powyzej tego pH,
w koordynacji zaczynaja bra¢ udzial amidowe atomy azotu, w wyniku czego
w przypadku SglIA, tworzg si¢ termodynamicznie stabilne, pigcio- i sze§ciocztonowe
pierscienie chelatowe. W uktadzie Cu(Il)-Sgl-29, w zwiazku z koordynacja typu
histaminowego, koordynacja grup amidowych zachodzi w kierunku C-konca
z utworzeniem mniej stabilnego 7-cztonowego pierscienia, co moze by¢ przyczyna
roznicy w stabilnosci poréwnywanych komplekséw. Wspdlny fragment obu
semenogelin, Sgl-15, w obecnosci jonow Cu(ll) oraz Sgl-29 w natywnej postaci
1 z dodatkiem Zn(II) oraz Cu(Il), jak i SgIIA w obecnosci Zn(II) i Cu(Il) wykazuja
wlasciwosci przeciwbakteryjne wobec szczepu E. faecalis [39].

6. ALLOFERONY - PEPTYDY PRZECIWWIRUSOWE Z OWADOW

Alloferon 1 oraz alloferon 2, bioaktywne peptydy pochodzenia owadziego, po
raz pierwszy zostaly wyizolowane z limfy eksperymentalnie zakazonych bakteriami
E. coli oraz Micrococcus luteus larw plujek pospolitych (Calliphora vicina) [40]. Ich
sekwencje przedstawiono w Tabeli 1. W poczatkowej fazie badan stwierdzono, ze
wykazuja dziatanie stymulujace oporno$¢  przeciwwirusowg oraz
przeciwnowotworowa u myszy, ktorym wstrzyknigto hemolimfe owadow.
Zaobserwowano znaczgcy wzrost aktywnosci komorek NK (ang. Natural killer
cells), ktore stanowig wazny element odpornosci wrodzonej. Nastepnie
przeprowadzono oczyszczanie hemolimfy metoda HPLC, dzicki czemu
wyizolowano dwa peptydy: 13-aminokwasowy alloferon 1 oraz odpowiadajacy jego
fragmentowi 2-13, alloferon 2. Nie stwierdzono natomiast czy obecno$¢ tych dwoch
peptydéw w hemolimfie zainfekowanych owadow jest wynikiem degradacji
alloferonu 1, czy sa one kodowane przez rozne geny. W szeregu testow biologicznych
wykazano, ze syntetyczny alloferon 1 pobudza cytotoksyczno$¢ naturalng ludzkich
limfocytow poprzez aktywacje komorek NK oraz indukuje synteze interferonu
w modelach ludzkich i mysich, dzigki czemu wzmacnia odpornos¢ na wirusy oraz
nowotwory u myszy. Grupa badawcza, ktdra po raz pierwszy wyizolowata peptyd
udokumentowata takze jest dzialanie przeciwko wirusowi grypy A i B. Dziatanie
przeciwnowotworowe wykazano natomiast iz  vivo u myszy uprzednio
zaszczepionych komorkami biataczkowymi w ilosci 102-103, u ktorych zastosowano
terapi¢ alloferonem 1. Terapia okazala si¢ natomiast nieskuteczna, gdy komorki
nowotworowe podane byly w wyzszym stezeniu (10%) [40]. W kolejnych badaniach
wykazano, ze alloferon 1 zmniejsza wytwarzanie cytokin prozapalnych tj. IL-1a, IL-
1B, IL-6 oraz IL-18, indukowanych przez promieniowanie UVB oraz hamuje aktywa-
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cj¢ kinazy biatkowej aktywowanej mitogenem p38 (MAPK), ktéra po czasie moze
przyczynia¢ si¢ do rozwoju zapalenia i raka skory [41]. Sprawdzono réwniez
dzialanie neurotoksyczne alloferonu 1 u szczuréw i nie stwierdzono zadnych negaty-
wnych skutkéw stosowania alloferonu 1 na ich osrodkowy uktad nerwowy [42].
Alloferon 1 wykazuje rowniez skuteczno$¢ przeciwko wirusowi brodawczaka
ludzkiego (HPV). Zwiazki kompleksowe alloferonu 1 i alloferonu 2 oraz ich
syntetycznych analogdéw z jonami miedzi, zostaly szczegdlowo zbadane i1 opisane
w pracach [43-45]. W pH okoto fizjologicznym alloferon 1 tworzy kompleks typu
4N. W roztworze dominuje wowczas forma Cul, w ktorej w sferze koordynacyjne;j
znajduja sie N-koncowy atom azotu oraz 3 imidazolowe atomy azotu {NH2, 3Nim}.
Wraz ze wzrostem pH, sposob koordynacji zmienia si¢ i w koordynacje metalu
angazowane sg trzy amidowe atomy azotu {Nim, 3N}. W przypadku alloferonu 2,
koordynacja jonéw miedzi nastepuje przez 3 atomy azotu, w tym dwa pochodzace
z pierScieni imidazolowych 1 jeden z N-koncowej grupy aminowej. Sfere
koordynacyjna dopetia grupa karboksylowa. Wraz ze wzrostem pH, podobnie jak
w przypadku alloferonu 1, sposob koordynacji miedzi zmienia si¢ na {Nim, 3N} [43].
Przeprowadzone przez nas badania pokazuja, ze w roztworze o pH fizjologicznym
dominujaca formg kompleksowg dla alloferonu 1 oraz alloferonu 2 jest ZnL, a jony
Zn(Il) koordynowane s3 przez nastepujacy zestaw atomoéw donorowych
{NH2, 3Nim}. Badane ligandy rdéznig si¢ miedzy sobg wylacznie jedng reszta
aminokwasowa. W alloferonie 1, w pozycji 1 znajduje si¢ reszta histydyny, ktéra nie
wystepuje w alloferonie 2. Ze wzgledu na t¢ rdznice, szczegdtowy sposob
koordynacji Zn(Il) jest rézny dla obu ligandéw. Dla alloferonu 1 obserwuje si¢
koordynacje typu histaminowego, gdzie w sferze koordynacyjnej znajduja si¢:
N-koncowa grupa aminowa oraz trzy imidazolowe atomy azotu w pozycjach 1, 6
oraz 9. W przypadku alloferonu 2, w koordynacj¢ jonow Zn(I) zaangazowana jest
natomiast N-koncowa grupa aminowa oraz reszty histydylowe w pozycjach 4, 7 oraz
13. Sporzadzone wykresy kompetycyjne umozliwiajagce analiz¢ powinowactwa
ligandéw do jonu metalu w szerokim zakresie pH pokazaty, ze kompleks Zn(II)
z alloferonem 1 jest termodynamicznie bardziej stabilny w catym zakresie pH, niz
ten tworzony przez alloferon 2. Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze sposob
koordynacji typu histaminowego jest znacznie bardziej stabilny niz sposéb
koordynacji zaobserwowany dla alloferonu 2 [46].

7. SLINOWE HISTATYNY

Histatyny to grupa matych, bogatych w reszty histydylowe, kationowych
peptydow, ktore sa wydzielane przez gruczoly §linowe czlowieka oraz niektorych
wyzszych naczelnych. Rodzina histatyn obejmuje 12 peptydoéw, ktorych sekwencje
przedstawiono w Tabeli 1, sposrdd ktorych tylko histatyna 1 i 3 sg kodowane
genetycznie. Pozostale peptydy sa produktami ich cigé¢ proteolitycznych lub modyfi-
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kacji post-transkrypcyjnych. Histatyny stanowia pierwsza lini¢ obrony przeciwko
patogenom jamy ustnej. Wykazuja dzialanie przeciwbakteryjne wobec bakterii
z grupy ESKAPE (Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumanni, P. aeruginosa oraz bakterii z rodziny Enterobacter) [47], a takze dzialanie
przeciwgrzybiczne gléwnie przeciwko grzybom z rodzaju Candida, Cryptococcus
neoformans oraz Aspergillus fumigatus. Najwigksza aktywnos$cig przeciwgrzybiczng
in vitro, szczegblnie wobec C. albicans, charakteryzuje si¢ histatyna 5 [48-49].

Pomimo wieloletnich badan, mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego
histatyn nie zostat jak dotad doktadnie poznany. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze
celem ich dziatania sg elementy wewnatrzkomorkowe, a szczego6lnie mitochondria.
Wykazano, ze histatyna 5 obniza potencjal blony mitochondrialnej i moze hamowac
oddychanie komodrkowe izolowanych organelli [50]. Co wiecej, konsekwencja
ingerencji w aparat oddechowy komorki jest zwiekszona produkcja reaktywnych
form tlenu (RFT) [51], ktéra moze takze wynikaé z faktu, iz histatyny sg zdolne do
tworzenia komplekséw z jonami metali dwuwarto§ciowych, takich jak jony
miedzi(Il) lub cynku(Il), co dodatkowo zaburza homeostazg jonow tych metali
W komorce patogenu, potencjalnie wplywajac na aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa histatyn [52].

Analizujac sekwencje aminokwasowe histatyn, mozna zauwazy¢, ze wiele z nich
posiada wigzacy jony niklu(Il) i miedzi(I) motyw NH>-XXH, czyli tzw. motyw
ATCUN - amino-terminalny motyw wigzacy jony Cu(Il) oraz Ni(Il) (ang. Amino
terminal Cu(ll) and Ni(ll) binding site). Wiazanie jonéw miedzi zachodzi poprzez
N-koncowy atom azotu, pierScien imidazolowy histydyny w pozycji 3, a takze dwa
amidowe azoty z wigzania peptydowego. Takze obecno$¢ motywu HH w sekwencji
aminokwasowej sprzyja wiazaniu jonow miedzi(Il) [53-54] oraz dodatkowo jonoéw
miedzi(I). Oprocz tego, histatyny sa dobrymi ligandami dla jondw cynku(Il), dzigki
obecnosci motywu HEXXH, gdzie w koordynacj¢ jonéw metali zaangazowane sg
dwie reszty histydyny oraz grupa boczna kwasu glutaminowego [55].

8. KLAWANINY I PISCYDYNY - EFEKTYWNIE DZIALAJACE
PEPTYDY PRZECIWDROBNOUSTROJOWE ZE STWORZEN
MORSKICH

Klawaniny s3 peptydami przeciwdrobnoustrojowymi wyizolowanymi
z morskich organizmow Styela clava (ostonice). Do tej grupy nalezy szes¢ peptydow
— klawaniny A-E oraz klawaspiryna [56-57]. Peptydy te posiadaja 23 reszty
aminokwasowe, z czego cztery (badz w przypadku klawaniny D — trzy) to reszty
histydylowe. W §rodowisku imitujacym blone komorkowa, klawaniny przyjmuja
strukturg a-helisy [57]. Dane literaturowe wskazuja, ze w pH 5.5 klawaniny dzialajg
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przeciw bakteriom L. monocytogenes, E. coli czy K. pneumoniae oraz grzybom
C. albicans [58-59]. Dodatkowo zaobserwowano, ze w przypadku klawaniny A
zwigzanie jonow Zn(II) w pH 5.5 powoduje szesnastokrotny wzrost aktywnos$ci
przeciwko bakteriom E. coli [58].

Badania majace na celu ustalenie stechiometrii, geometrii tworzonych
kompleksow, struktury drugorzedowej badanych uktadow oraz ich aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej wobec wybranych bakterii 1 grzybow (E. coli, E. faecalis,
S. aureus 1 C. albicans) wykazaly, ze wszystkie peptydy tworza — zardéwno
z cynkiem(II), jak i z miedzig(Il) — kompleksy o stechiometrii 1:1. W przypadku
Cu(Il), zaobserwowano tworzenie si¢ kompleksow o strukturze ptaskiego kwadratu,
gdzie w pH okoto 7.4 atomami donorowymi sg trzy azoty pochodzace
z histydylowych pier§cieni imidazolowych oraz jednej grupy amidowej. Nieco
inaczej wyglada sytuacja w przypadku klawaniny C, ktora posiadajac specyficzny
N-koncowy motyw wigzacy (tzw. motyw ATCUN) koordynuje jon miedzi(Il)
poprzez N-koncowa grupe aminowg, dwa kolejne azoty amidowe z tancucha
gléwnego oraz azot imidazolowy z tancucha bocznego reszty His-3 [59].

W przypadku kompleksow z Zn(Il), w pH 7.4 w koordynacj¢ metalu we
wszystkich peptydach bytly zaangazowane po trzy azoty imidazolowe. Dla klawanin
A, B oraz E byty to azoty pochodzace z tancuchéw bocznych His-10, His-11 oraz
His-17, a dla klawanin C i D — His-10, His-11 i His-21 [59].

Sposréd badanych klawanin i ich komplekséw, ukladem o najbardziej
wszechstronnym 1 skutecznym dziataniu jest kompleks Zn(II)-klawanina C. Aby
zrozumie¢ przyczyny tego zjawiska wykonano obliczenia DFT, ktore jednoznacznie
wskazatly, ze powyzszy uktad wyroznia si¢ budowa miejsca wigzacego. Podczas, gdy
jon Zn(Il) jest koordynowany przez trzy azoty imidazolowe, ponizej jonu metalu
znajduje si¢ grupa O=C-N-H pochodzaca z tancucha gltéwnego. Wodor z tej grupy
jest skierowany idealnie w stron¢ jonu Zn(Il), a dzicki oddziatywaniom
elektrostatycznym powoduje wypychanie metalu z jego sfery koordynacyjnej, co
skutkuje wydluzeniem wigzan Zn(II)-N. Dtuzsze 1 slabsze oddziatywania
najprawdopodobniej utatwiaja oddysocjowanie metalu, co najwyrazniej przektada
si¢ na podwyzszong aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa [59].

Przeciwdrobnoustrojowe piscydyny naturalnie wystepuja w komorkach
tucznych ryb z gatunku Morone saxatilis; sa to bogate w histydyny, kationowe
peptydy zawierajace 22 reszty aminokwasowe, ktore tworza strukture a-helikalng
w $Srodowisku imitujgcym btong komorkows [60].

Podczas badania oddziatywan piscydyn z jonami Zn(II) i Cu(Il) zaobserwowano
tworzenie si¢ kompleksow o stechiometrii 1:1 W koordynacji miedzi(Il)
w piscydynach 1-3 uczestniczy wspomniany wczesniej motyw ATCUN, wigzacy jon
metalu poprzez wolng N-koncowa grupa aminowa, dwa sasiadujace azoty amidowe
oraz azot z pierScienia imidazolowego z tancucha bocznego histydyny. W pH okoto
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fizjologicznym w koordynacje cynku najprawdopodobniej zaangazowane sa trzy
azoty pochodzace z tancuchow bocznych histydyn.

Podczas badan aktywnosci biologicznej, zarowno piscydyny jak iich kompleksy
wykazaty bardzo wysokg aktywnos¢ przeciwbakteryjng (poréwnywalng lub wyzsza
od obecnie stosowanych antybiotykéw (nitrofurantoina, fosfomycyna V)),
przeciwgrzybicza, przeciwwirusowa i przeciwnowotworowa [61].

Tabela 1. Omawiane sekwencje peptydowe
Table 1. Discussed peptide sequences
Nazwa Sekwencja
Alloferon 1 (owady) HGVSGHGQHGVHG
Alloferon 2 (owady) GVSGHGQHGVHG
Kalcytermina (cztowiek) VAIALKAAHYHTHKE
Kalcytermina mutant H9A VAIALKAAAYHTHKE
Kalcytermina mutant HI 1A VAIALKAAHYATHKE
Kalcytermina mutant HI3A VAIALKAAHYHTAKE
Sgl-29 HNKQEGRDHDKSKGHFHRVVIHHKGGKAH
Semenogelina IIA (cztowiek) KQEGRDHDKSKGHFHMIVIHHKGGQAHHG
Semenogelina 15 KQEGRDHDKSKGHFH
Amylina szczurza (szczur) KCNTATCATQRLANFLVRSSNNLGPVLPPTNVGSNTY
Amylina ludzka (cztowiek) KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
Pramlintyd KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGPILPPTNVGSNTY
Klawanina A (ostonice) VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF
Klawanina B (ostonice) VFQFLGRIIHHVGNFVHGFSHVF
Klawanina C (ostonice) VFHLLGKIIHHVGNFVYGFSHVF
Klawanina D (ostonice) AFKLLGRIIHHVGNFVYGFSHVF
Klawanina E (ostonice) LFKLLGKIIHHVGNFVHGFSHVF

Piscydyna 1 (ryby) FFHHIFRGIVHVGKTIHRLVTG
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Piscydyna 2 (ryby) FFHHIFRGIVHVGKTIHKVTG
Piscydyna 3 (ryby) FIHHIFRGIVHAGRSIGRFLTG
Ludzka histatyna 1 (cztowiek) DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN
Ludzka histatyna 2 (cztowiek) RKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN
Ludzka histatyna 3 (cztowiek) DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN
Ludzka histatyna 4 (cztowiek) RKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN
Ludzka histatyna 5 (cztowiek) DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
Ludzka histatyna 6 (cztowiek) DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYR
Ludzka histatyna 7 (cztowiek) RKFHEKHHSHRGY
Ludzka histatyna 8 (cztowiek) KFHEKHHSHRGY
Ludzka histatyna 9 (cztowiek) RKFHEKHHSHRGYR
Histatyna (makak) DSHEERHHGRHGHHKYGRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN
Mfa-hst5 (makak) DSHEERRQGRHGHHEYGRKFHEKHHSHRGY
Hcl-hst5 (gibbon) DSHEKRHHEHRRKFHEKHHSHRGY

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY NA PRZYSZEOSC

Jony metali sg jednym z czynnikéw zdolnych do precyzyjnego modulowania
wlasciwosci biologicznych peptydoéw przeciwdrobnoustrojowych, obiecujacej grupy
potencjalnych lekow. Ich wadg jest jednak problematyczna stabilno$¢ metaboliczna
[62-63]. W rzeczywistosci wiele endo- 1 egzopeptydaz dziata tak, aby przeksztatcaé
peptydy o wysokiej masie czasteczkowej w krotsze oligopeptydy, czyniac je
nieaktywnymi 1 ostatecznie degradowanymi [64]. Wyzwaniem, ktére nalezy
pokona¢, jest zmniejszenie aktywno$ci biologicznej in vivo (w pordéwnaniu
z eksperymentami in vitro): roznice w pH i stg¢zeniach soli oraz obecno$¢ réznych
oddzialujacych czgsteczek hamujg skutecznos¢ AMP. Te problemy *tacznie
przektadaja si¢ na krotkie okresy pottrwania (ponizej 30 minut)
i stabg biodostepnos¢ [65].

W celu zwigkszenia potencjalu terapeutycznego tych (i innych) peptydow, stale
poszukuje si¢ nowych rozwigzan pozwalajacych na tworzenie innowacyjnych
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zwigzkéw nasladujacych biologicznie aktywne peptydy. Niezwykle potrzebne jest
racjonalne projektowanie nowych analogow peptydow w celu optymalizacji ich
wlasciwosci chemicznych. Nadrzgdne cele, ktore zostaly wyznaczone przy
projektowaniu nowych bioaktywnych peptydow to: (i) zwickszenie ich stabilno$ci
biologicznej poprzez modyfikacje szkieletu peptydowego Iub przez wiaczenie
nienaturalnych aminokwaséw, co znacznie zmniejsza prawdopodobienstwo
degradacji przez enzymy oraz (ii) ograniczenie ruchliwosci konformacyjnej peptydu,
zwigkszajac w ten sposob prawdopodobienstwo reakcji z pozadanym celem
1 ograniczajgc niepozadane skutki uboczne [66-67] .

Zmiany strukturalne mogg poprawié¢ stabilno$¢ biologiczng, sitle wigzania
i selektywno$¢ celu, a zatem rozsadng strategia jest projektowanie nowych
pochodnych peptydéw — peptydomimetykow - modyfikujac naturalne peptydy przy
zachowaniu zdolnos$ci do interakcji z ich biologicznymi celami, ktdre powoduja taki
sam efekt biologiczny jak peptyd macierzysty [68].

Peptydomimetyki moga zawiera¢ nienaturalnie wystepujace elementy
budulcowe i/lub zmiany chemiczne, ktore nadaja odporno$¢ na proteolize
1 degradacje¢ [69]. Wzmocnienie dziatania przeciwdrobnoustrojowego i polepszenie
stabilnosci enzymatycznej AMP ze §liny wigzacych jony metali mozna uzyskaé
poprzez wprowadzenie nienaturalnych elementow budulcowych, m.in. D-, B-, y-
1 nienaturalnych aminokwasow (Rysunek 2). Takie podejscie moze by¢é milowym
krokiem w kierunku znalezienia nowych, specyficznych terapii przeciw-
drobnoustrojowych, opierajacych si¢ na stabilnych metabolicznie kompleksach
peptydomimetykdéw z jonami metali [70].

OH
H,N \-/\/i\
! o
0 OH 2
x R
y-aminokwasy
o
Hv o/ ——NH
R OH
a,L-aminokwasy
’ SN
H:N o

NH,

B-aminokwasy

nienaturalne aminokwasy
(np. ornityna)

Rysunek 2. Przyktady modyfikacji aminokwasow
Figure 2. Examples of amino acid modifications
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