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Przedmiotem pracy byto zbadanie aktywnosci przeciwbakteryjnej antybiotykow pepty-
dowych pierwotnie wyizolowanych ze skory zab. Zwiazki zsyntezowano metoda na statym
nosniku z wykorzystaniem metodologii Fmoc. Oczyszczonym peptydom oznaczono MIC na
szczepach referencyjnych zalecanych do badania $rodkéw konserwujacych: Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus oraz Escherichia coli. Uzyskane wyniki poréwnano z
wartosciami MIC uzyskanymi dla klasycznych konserwantow. Syntetyczne polipeptydy
hamowaly wzrost badanych bakterii w st¢zeniach wyzszych niz konwencjonalne $rodki
stosowane w konserwacji lekow i kosmetykow. Zaleta zwiazkow peptydowych jest jednak
ich naturalne pochodzenie oraz niska toksycznos¢.

Jednym z najpowazniejszych probleméw, z jakim musi si¢ zmierzy¢ wspolczesna medycy-
na, jest zwalczanie drobnoustrojow opornych na konwencjonalne antybiotyki oraz opanowanie
rosnacej liczby nowych zakazen.

Duze nadzieje aplikacyjne wiaze si¢ z odkrytymi przed dwudziesty laty endogennymi
antybiotykami peptydowymi [1]. Cecha wspdlna tych zwiazkow i antybiotykow peptydowych
dotychczas stosowanych, oprocz nazwy, sa aminokwasy jako element budowy chemicznej.
Ro&znig si¢ jednak znacznie ze wzgledu na zrédto pochodzenia, wystgpowanie fragmentow
niebiatkowych oraz wtasciwosci biologiczne. Niektore peptydy charakteryzuja si¢ szerokim
spektrum dziatania zaréwno wobec bakterii Gram-dodatnich, bakterii Gram-ujemnych jak
i grzybéw. Wigkszo$¢ z nich dziata na zasadzie permeabilizacji blony drobnoustrojéw. Wiazac
si¢ ze sktadnikami bton drobnoustrojéw destabilizuja strukture dwuwarstwy lipidowej, moga
ponadto tworzy¢ micelle lub kanaty w obrgbie btony [2]. Znane sa rdwniez peptydy powodujace
uwalnianie ATP, zatrzymanie replikacji DNA czy zahamowanie ekspresji biatek strukturalnych.
Do niewatpliwych zalet niektorych peptydow przeciwdrobnoustrojowych nalezy zdolno$¢ do
wigzania si¢ z lipopolisacharydem (LPS), przez co zapobiegaja skutkom wstrzasu septycznego
[3, 4]. ,,Stare” antybiotyki peptydowe sa stosowane w medycynie od ponad pot wieku. Jednak
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ze wzgledu na wysoka nefro- i hepatotoksycznos$¢ oraz wlasciwosci hemolizujace petnig one
ograniczona rolg. Ponadto brak wchtaniania z przewodu pokarmowego zadecydowat gtow-
nie o miejscowym stosowaniu tych §rodkéw. Endogenne antybiotyki peptydowe uwaza si¢
za duzo bezpieczniejsze. W przeciwienstwie do swych poprzednikoéw izolowanych z kultur
promieniowcow Streptomyces ,,nowe” antybiotyki peptydowe sa sktadnikami wszystkich or-
ganizmow eukariotycznych, gdzie stanowia wazny element ich uktadu odporno$ciowego [2].
Sa sktadnikami §liny, wystgpuja na wszystkich powierzchniach eksponowanych do §rodowiska
zewngtrznego, moga by¢ takze wydzielane przez neutrofile. Stanowia doskonatq matrycg do
poszukiwania nowych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych stosowanych zaréwno w zwalczaniu
zakazef, jak i konserwacji lekow.

Niniejsza praca prezentuje badania dotyczace oceny wlasciwosci przeciwbakteryjnej czte-
rech polipeptydow wchodzacych w sktad wydzieliny skory zab. Metoda syntezy chemicznej
otrzymano nastgpujace antybiotyki peptydowe: aureing 1.2 (GLFDIIKKIAESF-NH,), citroping
1.1 (GLFDVIKKVASVIGGL-NH,), fyloseptyng 1 (FLSLIPHAINAVSAIAKHN-NH,) oraz
uperyng 3.6 (GVIDAAKKVVNVLKNLF-NH,) [6-9]. Peptydy te zostaty wstepnie przebadane
przez innych autoréw, a prezentowane badania poszerzaja wiedzg¢ na ich temat i porownuja
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa peptydéw z aktywnos$cia konwencjonalnych zwiazkow
stosowanych w konserwacji lekow. W badaniach zastosowano $rodki konserwujace o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym: chlorek benzalkoniowy i bronopol.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne

Do badan mikrobiologicznych wykorzystano nastgpujace szczepy referencyjne: Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
8739. Drobnoustroje pochodzity z Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow (Polska Akademia
Nauk, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej, Wroctaw).

Zwiazki przeciwdrobnoustrojowe

Peptydy zostaly otrzymane metoda na statym nosniku Polystyrene AM-RAM (Rapp Po-
lymere, Niemcy) z wykorzystaniem ostony 9-fluorenylometoksykarbonylowej (Fmoc) [10].
Wszystkie pozostate odczynniki uzyte do syntez pochodzily z firmy Sigma-Aldrich (Poznan,
Polska).

Stosowano nastgpujacy schemat syntezy: 1) deprotekcja 20% roztworem piperydyny w
dimetyloformamidzie (DMF); 2) acylowanie (sprzgganie) chronionym aminokwasem w DMF
z dodatkiem 1% Tritonu z zastosowaniem N,N’-diizopropylokarbodiimidu (DIC) jako $rodka
sprzggajacego oraz 1-hydroksybenzotriazolu (HOBt) przez 2 godziny. Stopien kazdego acy-
lowania badano testem chloranilowym [11]. Jesli test byl pozytywny, reakcj¢ powtarzano z
zastosowaniem tetrafluoroboranu O-(benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrmetylouroniowego (TBTU)
i HOBt w obecnosci diizopropyloetyloaminy (DIPEA) przez 2 godziny.

Chronione peptydylo-zywice poddawano dzialaniu mieszaniny: kwas trifluorooctowy (95%),
woda (2,5%) 1 triizopropylosilan (2,5%) przez 2 godziny. Staty no$nik odsaczano a przesacz
zat¢zano pod zmniejszonym cisnieniem. Odszczepione peptydy wytracano schtodzonym eterem
dietylowym oraz liofilizowano.
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Peptydy oczyszczano z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
na chromatografie K501 firmy Knauer z kolumna Kromasil C8 (10 x 250 mm, $rednica ziaren
sorbentu 5 pm, wielko$é¢ porow 100 A). Otrzymane frakcje o czystoéci wyzszej niz 95-97%
analizowano metoda HPLC (kolumna Kromasil C8, 4,6 x 250 mm) przy przeptywie 1,2 ml/min
oraz dtugosci fali A = 226 nm. Peptydy analizowano tez metoda spektrometrii mas z desorpcja
laserowa na matrycy i analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF).

Chlorek benzalkoniowy oraz bronopol (2-bromo-2-nitropropan-1,3) zostaly zakupione w
firmie Sigma-Aldrich (Poznan, Polska).

Ocena wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych

Testy mikrobiologiczne miaty na celu okreslenie minimalnego st¢zenia hamujacego wzrost
drobnoustrojow (MIC) peptydow i klasycznych srodkow konserwujacych dla szczepow wzor-
cowych. Testy wykonywano metoda mikrorozcienczen w ptynnym podtozu Mueller-Hinton II z
kationami (Becton Dickinson) na 96-dotkowych ptytkach polipropylenowych (Nunc GmbH &
Co. KG, Niemcy). Okreslenie MIC zostalo przeprowadzone zgodnie z biezacymi zaleceniami
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) [12].

Peptydy, chlorek benzalkoniowy i bronopol rozpuszczano w jatowej dejonizowanej wodzie
oraz sporzadzano rozcieficzenia w postgpie geometrycznym w podtozu bulionowym MH II.
Do przygotowanych rozcienczen badanych preparatéw dodawano 50 pl 18 godzinnych ho-
dowli bulionowych wybranych szczepow testowych bakterii o gestosci 105 CFU/ml. Proby
inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 37 °C w obecnosci prob kontrolnych (kontrola
zyznoS$ci podtoza, jalowosci podloza i jatowosci badanego preparatu) w objetosci 100 pl. Po
inkubacji stwierdzano wizualnie wzrost bakterii i okreslono MIC.

WYNIKI I DYSKUSJA

W wyniku testoéw mikrobiologicznych przebadano sze$¢ zwiazkoéw: aureing 1.2, citroping
1.1, fyloseptyng 1, uperyng 3.6, chlorek benzalkoniowy oraz bronopol. Sposréd badanych
peptyddéw najwyzsza aktywnos$¢ wykazaly uperyna 3.6 oraz citropina 1.1. Hamowaty one
wzrost bakterii E. coli w stezeniu 128 pg/ml, podczas gdy chlorek benzalkoniowy dziatat w
stezeniu 16 pg/ml, a bronopol w st¢zeniu 4 pg/ml. Wobec bakterii S. aureus peptydy dziata-
ly w stgzeniach odpowiednio 16 pg/ml dla uperyny 3.6 i 8 pg/ml dla citropiny 1.1, a chlo-
rek benzalkoniowy i bronopol hamowaty wzrost bakterii w st¢zeniu odpowiednio 2 pg/ml
i 4 pg/ml. Peptydy hamowaly wzrost bakterii P. aruginosa w wyzszych stezeniach (256 pg/ml)
niz konwencjonalne substancje konserwujace (32 pg/ml chlorek benzalkoniowy i 8 pg/ml
bronopol). Mniej skuteczna okazala si¢ tez aureina 1.2, ktéra hamowata wzrost bakterii w
duzo wyzszych stgzeniach niz konwencjonalne substancje konserwujace. Sposréd badanych
peptydéw najnizsza aktywno$¢ wykazala fyloseptyna, ktora dziatala dopiero w stgzeniu po-
wyzej 256—512 pg/ml, podczas gdy MIC dla chlorku benzalkoniowego i bronopolu wahat
si¢ od 4 do 32 pg/ml.

Podsumowujac otrzymane wyniki, badane antybiotyki peptydowe wykazywaty dziatanie
przeciwbakteryjne wobec badanych szczepow referencyjnych, jednakze stgzenia wymagane do
zahamowania wzrostu bakterii byty kilka do kilkadziesiat razy wyzsze od stgzen konwencjo-
nalnych substancji konserwujacych. Uzyskane dane maja charakter wstgpny i nie oznaczaja,
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ze badania wspomnianych peptydow przeciwbakteryjnych jako srodkow konserwujacych nalezy
zarzuci¢. Warto nadmieni¢, iz klasyczne zwiazki czgsto nie sa skuteczne wobec wybranych
szczepOw patogennych bakterii [13, 14], a ponadto wywotuja niepozadane efekty uboczne,
zarowno o charakterze ogoélnym, jak i podraznienia skory czy reakcje uczuleniowe [15, 16].
Badania prowadzone w Polsce dowodza, iz w ciagu 10 lat nadwrazliwo$¢ na jeden z kon-
serwantéw — Euxyl K 400 wzrosta z 0,7% do 3,5% populacji [15]. Badania prowadzone na
szersza skal¢ w Szwajcarii ujawnily, iz u 5,5% pacjentow skarzacych si¢ na podraznienia skory
reakcje uczuleniowa wywotuje chlorek benzalkoniowy [16].

Naturalne zwiazki przeciwbakteryjne zbudowane z aminokwaséw rokuja nadziej¢ na bez-
pieczne $rodki konserwujace. Opierajac sig¢ na ich oryginalnej strukturze mozna konstruowac
analogi o zwigkszonej aktywnosci i ulepszonych parametrach farmakokinetycznych. W stosun-
ku do niektorych bakterii pierwotne wlasciwosci przeciwbakteryjne peptydow sa zadowalajace,
tak jak w przypadku uperyny i citropiny wobec gronkowca zlocistego.

Tab. I

Aktywno$¢ przeciwbakteryjna peptydow oraz konwencjonalnych srodkéw konserwujacych wzgledem
szczepow referencyjnych bakterii

Antibacterial activity of peptides and conventional preservatives against reference strains of bacteria

Minimalne stgzenie hamujace wzrost (MIC) [pug/ml]
Minimal inhibitory concentration (MIC)
Zwiazek
Compound E. coli S. aureus P. aeruginosa
ATCC 8739 ATCC 6538 ATCC 9027
Aurefma 1.2 256 1 256
Aurein 1.2
Citropina 1.1
128 8 256
Citropin 1.1
Fyloseptyna 1 =512 256 =512
Phylloseptin 1
Uperyna 3.6 128 16 256
Uperin 3.6
Chlorek benzalkoniowy 16 ) 0
Benzalkonium chloride
Bronopol 4 4 8
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WNIOSKI

1. Badane antybiotyki peptydowe ze skory ptazéw wykazywaty dziatanie przeciwbakteryjne
na szczepy stosowane w teScie konserwacji.

2. W poréwnaniu z obecnie stosowanymi konwencjonalnymi substancjami konserwujacymi
(bronopol, chlorek benzalkoniowy) badane antybiotyki peptydowe hamowaty wzrost
bakterii w wyzszych stgzeniach.

3. Na podstawie przeprowadzonych badan aktywnosci przeciwbakteryjnej zwiazkow pep-
tydowych, mozna stwierdzi¢, iz stanowia one dobra matrycg 1 punkt wyjscia do kon-
strukcji efektywniejszych i bezpieczniejszych zwiazkow przeciwbakteryjnych o szerokim
zastosowaniu — w tym takze do konserwacji lekow i kosmetykow.

Podzigkowania
Jeden z autorow pracy (Wojciech Kamysz) jest stypendysta Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF PEPTIDES FROM AMPHIBIANS SKIN
Summary

The above work was concerned with antimicrobial activity of peptides primarily isolated from the skin
of frogs. The peptides were synthesized manually by a solid-phase method using the Fmoc methodology.
The purified peptides were subjected to microbiological tests (MIC) on reference strains of Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The obtained results were compared with the
values of MIC obtained for typical preservatives. The synthetic polypeptides inhibited growth of the
examined bacteria but this effect was achieved at concentrations higher than for the substances used in
preservation of drugs and cosmetics. Nevertheless, natural origin of antimicrobial peptides and their low
toxicity constitute a considerable advantage.
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