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STRESZCZENIE

Praca przedstawia charakterystyke biologicznych
alternatyw dla antybiotykow, to jest bakteriofagow, hy-
drolaz $ciany komorkowej bakterii (BCWH) oraz pepty-
dow antybakteryjnych. To wlasnie te substancje, w dobie
antybiotykoopornosci sg obiecujacymi kandydatami,
ktore mogg (lub) zastepuja wiele chemioterapeutykow.

Stowa Kkluczowe: antybiotyki, antybiotykoopornosé,
bakteriofagi, hydrolazy sciany komorkowej bakterii,
peptydy antybakteryjne

WSTEP

Przez ponad pét wieku leczenie choréb zakaznych
wywotywanych przez patogenne bakterie polegato
przede wszystkim na stosowaniu antybiotykéw. Jednak-
ze pojawienie si¢ opornosci bakterii na wiele antybio-
tykéw spowodowalo, ze sg one coraz mniej skuteczne.
Przemyst farmaceutyczny, w ciggu ostatnich czterech
dekad wprowadzit na rynek chemioterapeutykow tyl-
ko trzy nowe klasy antybiotykéw, to jest lipopeptydy,
oksazolidinony i streptograminy, stosowane glownie
w leczeniu Gram-dodatnich zakazen bakteryjnych (1).
Jednak wcigz narastajaca antybiotykoopornos¢ bakterii
wyznaczyty potrzebe znalezienia nowych czynnikéw
antybakteryjnych, z odmiennymi mechanizmami dzia-
lania, anizeli tradycyjne antybiotyki. Obecnie przyjmuje
sie (1), ze dobrymi i obiecujagcymi kandydatami do tej
roli sg bakteriofagi (fagi), hydrolazy $ciany bakteryjnej
(BCWH) oraz peptydy antybakteryjne (AMP) — (tab.I).

BAKTERIOFAGI

Pomimo, Ze bakteriofagi byly odkryte w tym samym
okresie co antybiotyki, nie znalazty szerokiego zastoso-
wania, ze wzgledu na nieznajomo$¢ mechanizmu ich
dziatania (1). Antybiotyki byly zwigzkami o bardziej
zrozumiatym mechanizmie funkcjonowania i szerokim
spektrum dziatania, co spowodowato, ze staly si¢ bar-
dziej powszechne w uzyciu. Pierwsze doniesienie doty-
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czace leczenie fagami gronkowcowych schorzen skory
ukazato si¢ w 1921 roku (2). W tym czasie, w Paryzu
uruchomiono produkcje pigciu fagowych preparatéw
przeciwko chorobom infekcyjnym: Bacte-coli-phage,
Bacte-rhino-phage, Bacte-intestini-phage, Bacte-pyo,
Bacte-staphy-phage. W Polsce pierwsze udokumento-
wane przypadki uzycia fagéw w leczeniu ludzi miaty
miejsce w 1925 r., w klinice chirurgii Uniwersytetu
Jagiellonskiego, gdzie 40 pacjentom z infekcjami gron-
kowcami podano sterylne lizaty fagowe oraz w 1942 r.,
kiedy fagi byty wykorzystywane do leczenia zolnierzy
w armii polskiej (3). Bardzo szeroko terapia fagami byta
stosowana gtownie w dawnym Zwigzku Radzieckim,
w tym w obecnej Gruzji (1). W ostatnich dwoch deka-
dach na $wiecie doszto do duzego wzrostu zaintereso-
wania terapig fagowa, co zwigzane byto i jest z duzym
wzrostem opornos$ci bakterii na antybiotyki (3,4,5). Naj-
bardziej poznanymi bakteriofagami sg duze fagi lityczne
z materiatem genetycznym dsDNA, wykorzystujgce
system ,,virolizyna-holina” (1). Wykazano, ze virolizyna
jest enzymem degradujacym peptydoglikan w $cianie
komorki bakterii, jednakze do pelnej aktywnosci i za-
konczenia procesu lizy, wiekszos¢ virolizyn wymaga
holin. Opisano, ze przeciw Pseudomonas aeruginosa
stosuje si¢ genetycznie zmodyfikowane bakteriofagi
(6). Modyfikacja ich polega na tym, ze zastepuje si¢
gen odpowiedzialny za uwalnianie czasteczek fagow
z komorki gospodarza lub gen, ktéry koduje enzym
restrykcyjny powodujacy, ze bakteriofagi traca zdolnos¢
do opuszczania komorki bakteryjnej i nabierajg umie-
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Tab.I.  Alternatywne elementy biologiczne dla antybiotykdéw (1, 3, 10, 13, 16, 17, 20).
Tab.I.  Alternative biological elements to antibiotics (1, 3, 10, 13, 16, 17, 20).

Nazwa-rodzaj
biologicznych
alternatywnych
elementéw dla
antybiotykéw

Lp dla antybiotykéw

Podziat rodzajéw biologicznych alternatywnych elementéw

Zalety stosowania Wady stosowania

1 |Bakteriofagi | Bakteriofagi DNAi RNA

- skutecznos¢ wobec wieloleko-

wej opornoscibakterii chorobo- - szybka liza koméri bakteryjnej,

twérzych, ktéra moze doprowadzic do uwol
- zabijanie tylko bakterii chorobo- | .~ . " prow

) nienia duzych ilosci endotoksyn,
tworczych, ! o .

o - - kodowanie przez niektére fagi

- mozliwos¢ szybkiej reakgji na toksvn
pojawiajace sie zmutowane bak- yn, )

: e - brak szczegétowych danych
terie oporne na bakteriofagi, .

farmakokinetycznych,

- niskie koszty leczenia i bardzo
rzadkie skutki uboczne oraz mata
mozliwos¢ rozwoju opornosci
bakterii,

- mozliwo$¢ krazenia po catym
organizmie,

- neutralizacja faga przez uktad
odporno$ciowy gospodarza,

- konwersja fagéw litycznych do
lizogenicznych,

- bardzo skuteczny mechanizm
dziatania wobec bakterii opornych

II-I){droIazy ) na antybiotyki dzieki catkiem . .
2 [V komor- Lizozym, Autolizyny, Virolizyn innemu niz w przypadku antybio- - brak wplywu na wigkszos¢
kowej bakterii ym, yn. yny . przypaci aimy” bakterii G-
tykéw mechanizmowi dziatania,
(BCWH) . L .
- wydajne, tanie i szybkie w
dziafaniu
Peptydy dziatajace | LZM, seprocydyny
na struktury bak- | (proteinaza 3, katepsy-
teryjne naG, elastaza)
AMP eukario- ngtyfiyw!qzqce kaktoferryna, kalpro- - o
pierwiastki tektyna, hepcydyna | - szerokiego spektrum dziatania - L
tyczne L - brak wysokiej wydajnosci w sto-
Peptydy an- defensyny, kate- wobec bakterii, wirusow i grzy- e .
. Peptydy prze- . ) sunku do istniejacych standarddw,
3 | tybakteryjne g licydyny (PR-39, béw )
rywajace btony ; I s - spora toksyczno$¢ i wysokie
(AMP) . protegryny), histatyny, | - niski poziom odpornosci indu- . .
komérkowe . . koszty ich otrzymywania
biako BP!I kowanej
) kolicyny, lantibiotyki, halocyny, bakteriocy-
Bakteriocyny ny podobne do,,ogonéw” fagowych
AMP kodowa- | lityczne czynniki kodowane przez fagi,
neprzezfagi | kompleksy,ogonéw” fagowych

jetnosci trawienia bakteryjnych kwaséw nukleinowych
(6). Taka modyfikacja sprawia, ze sg one skutecznymi
czynnikami zwalczajacymi infekcje i ograniczajacymi
uwalnianie LPS. W niektorych przypadkach wykaza-
no, ze jedna dawka tak zmodyfikowanych fagow jest
bardziej wydajna w leczeniu zakazen niz wielokrotne
podanie roznych antybiotykéw (3,6). Nadto doustne
podawanie bakteriofagéw nie powoduje zaburzen w
naturalnej florze bakteryjnej jelit oraz nie powoduje
zmian w blonie $luzowe;j jelit, a co czesto obserwuje sie
przy stosowaniu antybiotykow (3). Obecnie bakteriofagi
sa wykorzystywane do leczenia oraz profilaktyki chorob
zakaznych spowodowanych nie tylko bakteriami Gram-
-ujemnymi, ale takze Gram-dodatnimi (3,7). Skutecznie
likwiduja grozne zatrucia pokarmowe wywolane np.:

przez Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni
czy Salmonella sp. (8). Istnieja takze proby zastosowa-
nia bakteriofagdw w leczeniu chorob spowodowanych
antybiotykoopornymi szczepami Mycobacterium sp.
(3). Wsrod zalet fagoterapii wymienia si¢ skutecznosé
bakteriofagdw wobec wielolekowej opornosci bakterii
chorobotworczych i ich zdolno$¢ do rozprzestrzenia-
nia si¢ po calym organizmie, w tym takze w obrebie
centralnego uktadu nerwowego, a nadto stymulowanie
odpowiedzi immunologicznej gospodarza, co jeszcze
bardziej zwigksza szans¢ niszczenia i neutralizacji
bakterii (tab.1). Negatywna strong fagoterapii moze
by¢ m.in. uwalnianie sporych ilosci endotoksyn przez
bakteriofagi, a takze konwersja z fagoéw litycznych do
fagow lizogennych. Nadto bakterie zawierajace pro-
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fagi sa oporne na atak wilasciwych fagéow litycznych
prowadzac do nabytej oporno$ci i zmiany zjadliwos$ci
bakterii (9).

HYDROLAZY SCIANY KOMORKOWE]J
BAKTERII (BCWH)

BCWH sa enzymami rozktadajagcymi gléwny
sktadnik $ciany komorkowej bakterii - peptydoglikan
i powodujacymi bakteriolize. Moga by¢ stosowane w
leczeniu chordb zakaznych oraz wzmocnieniu odpor-
nosci organizmu gospodarza (10). Zrédtem BCWH s3
zwierzeta, rosliny, owady, bakterie, a takze bakteriofagi
(1). Pomimo, ze enzymy te pochodza z r6znych zrodet
i majg podobng strukture, ich funkcje sg odmienne.
Obecnie podzielono BCWH na trzy kategorie: lizozymy
(LZM-y), autolizyny oraz virolizyny (tab.I).

LZM-y, to BCWH pochodzenia eukariotycznego.
U ludzi i zwierzat tworza wazne elementy odpornosci
naturalnej (11). Wykazuja one szerokie spektrum dziata-
nia, gtdwnie wobec bakterii Gram-dodatnich, ale takze
wobec bakterii Gram-ujemnych (10). Wykazano, ze
LZM jest waznym czynnikiem bioragcym udziat w za-
kazeniach wirusowych zwierzat (12). Jego zwigkszona
ilos¢ 1 aktywnos$¢ stwierdzono u bydla zakazonego
naturalnie i eksperymentalnie Herpes wirus 1, wiru-
sem biegunki i choroby bton §luzowych, rotawirusami
i wirusem biataczki bydta oraz u owiec zakazonych
adenowirusem-5, wirusem parainfluenzy-3 i wirusem
syncytialnym, zas u lisow zakazonych wirusem nosow-
ki, aukrolikow - wirusem pomoru krolikow i wirusem
syndromu bragzowych zajecy (12). Autolizyny sa biatka-
mi zwigzanymi zwykle z btong komérkowsq i mogg one
powodowac bakteriolizg prowadzac do Smierci bakterii
(13). Wykazano, ze wykorzystywane jako szczepionki
posiadaja zdolnosci pobudzania odpowiedzi immuno-
logicznej przeciw bakteriom (14). Virolizyny sa BCWH
kodowanymi przez lityczne bakteriofagi dsDNA i sg
bardzo wydajnymi czynnikami przeciwbakteryjnymi
(1). Stosowanie ich nawet w matych dawkach prowadzi
do szybkiego niszczenia bakterii, co moze by¢ wyko-
rzystywane takze w kontrolowaniu rozwoju bakterii ko-
mensalicznych, np.: zasiedlajacych blony §luzowe (15).

Wykazano, ze podstawowym mechanizmem dzia-
tania BCWH jest ich lityczna aktywno$¢ prowadzaca
do hydrolizy peptydoglikanu, a w konsekwencji do
bakteriolizy (10). Ponadto powoduja one zaburzenia
w budowie btony komorkowej lub aktywacji systemu
autolizy bakterii (1,10). Wsrod wielu ich zalet jest to, ze
wykazuja wigkszg skuteczno$¢ wobec bakterii opornych
na antybiotyki, a takze sa one wydajniejsze, szybsze
w dzialaniu i tansze (1). Natomiast gtéwna wadg dzia-
fania BCWH jest brak u nich silnego oddziatywania na
wigkszos¢ bakterii Gram-ujemnych, czego przyczyna

jest obecnos$¢ zewnetrznej btony komdrkowej u tych
mikroorganizmow (1).

PEPTYDY ANTYBAKTERYJNE (AMP)

Zwigzki te (AMP) to duza rodzina naturalnie wy-
stepujacych peptydoéw o réznej strukturze i funkcjach.
Jest to grupa peptydow charakteryzujaca si¢ ogromna
r6znorodnoscia, wérod ktoérych wyodrebnia sie obecnie
AMP eukariotyczne, bakteriocyny oraz AMP kodowane
przez bakteriofagi.

AMP eukariotyczne to naturalnie wystgpujace
kationowe peptydy (16,17). Ze wzgledu na strukture
i funkcje podzielono je na trzy grupy: peptydy (enzymy)
trawienne — dziatajace na struktury bakteryjne, peptydy
wigzace pierwiastki oraz peptydy przerywajace btony
komoérkowe (16,17). Do peptydow trawiennych naleza:
wczesniej opisany LZM oraz seprocydyny (proteinaza
3, katepsyna G, elastaza), ktore sa waznym elementem
odpornosci naturalnej u ssakow (17). Biatka te wykazuja
duzg aktywno$¢ proteolityczna i katalityczng, co powo-
duje m.in. podwyzszenie wlasciwosci bakteriobdjczych
komoérek PMN (17).

Do peptydow wiagzacych pierwiastki naleza lak-
toferryna (Lf), kalprotektyna oraz hepcydyna (17). Lf
wykazuje aktywnos$¢ bakteriostatyczng oraz bakterio-
bojcza przeciwko bakteriom zarowno Gram-dodatnim,
jak i Gram-ujemnym oraz aktywnos$¢ przeciwwirusowa,
przeciwpasozytniczg i przeciwgrzybicza (17). Kal-
protektyna to biatko majace zdolno$¢ wigzania jonow
wapnia oraz cynku, dzigki ktorej posiada ona silne
wlasciwosci bakteriostatyczne. Natomiast hepcydyna
wykazuje aktywno$¢ bakteriobojcza, grzybobdjcza i ma
charakter biatka ostrej fazy (17).

Do grupy peptydow, ktore przerywaja btone bakte-
ryjna i tworza AMP eukariotyczne zaliczono defensyny,
katelicydyny, protegryny, histatyny, biatko BPI oraz
peptyd PR-39 (17). Defensyny wykazuja wielostopnio-
wy mechanizm dzialania, a ktory polega na zwigzaniu
si¢ ich z btong atakowanej komorki, a nastepnie z jej
internalizacja i endocytoza, co prowadzi do uruchomie-
nia procesoOw metabolicznych i apoptozy (11). Wykazuja
one dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe,
a po czesci przeciwgrzybicze 1 przeciwpasozytnicze
(11,18). Katelicydyny to AMP u ssakow, ktore wyka-
zuja réznorodna aktywno$¢ antybakteryjng, co czyni je
dobrymi kandydatami takze w terapii u ludzi i zwierzat
(1). Wystepuja one we krwi oraz w tkankach i wykazuja
szerokie spektrum aktywnosci wobec bakterii, wirusow
i grzybow (18). Do rodziny tych bialek nalezy m.in.
peptyd PR-39, opisywany w komoérkach PMN u $win,
ktory wykazuje aktywno$¢ przeciw E. coli, Salmo-
nella enterica serowar typhimurium, Bacillus subtilis
i Streptococcus pyogenes (17). Protegryny sg biatkami
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kationowymi wystgpujacymi w leukocytach u $win
(17). Sposrdd nich najsilniejszym dzialaniem przeciw-
bakteryjnym charakteryzuje si¢ protegryna-1, ktorej
aktywno$¢ bakteriobdjcza skierowana jest przeciw
Neisseria gonorrhoeae i Chlamydia trachomatis sero-
wary L2, E oraz MoPn (17). Histatyny sg grupa matych,
kationowych i wielofunkcyjnych bialek, wystepujacych
gtéwnie w §linie ssakdw, w tym czlowieka i u innych
naczelnych (1). Najbardziej znaczacg rolg histatyn jest
ich aktywno$¢ grzybobdjcza, m.in. przeciw Candida
albicans 1 Cryptococcus neoformans (19). Takze biatko
BPI (bactericidal/permeability - increasing protein) jest
polipeptydem kationowym, wystepujacym w ziarnisto-
$ciach komorek PMN ludzi, krélikow i bydta (17). Cha-
rakteryzuje si¢ ono wiasciwosciami bakteriobojczymi,
ktore wynikaja z silnego powinowactwa do sktadnika
LPS w $cianie komorkowej bakterii Gram-ujemnych,
tj. lipidu A (17).

Bakteriocyny naleza do antybakteryjnych peptydow
i produkowane sg prawie przez wszystkie bakterie (1).
W zaleznosci od zrédta pochodzenia w ich obrgbie wy-
rozniono: kolicyny (colicins) pochodzace od bakterii
Gram-ujemnych, lantybiotyki (lantibiotics) pochodzace
od bakterii Gram-dodatnich; halocyny (4alocins) po-
chodzace od archeobakterii oraz bakteriocyny podobne
do ,,ogondéw” bakteriofagowych (ang. phage tail-like
bacteriocin) (tab.1). Kolicyny sa najlepiej poznanymi
bakteriocynami. Wykazano, ze bakterie produkujace
okreslong kolicyne posiadajg gen kodujacy opornosc
na nig. W obrgbie bakteriocyn produkowanych przez
E. coli opisano mikrocyny, ktére z powodu znacznie
mniejszej masy czgsteczkowej sg traktowane jako
oddzielna klasa (20). Lantybiotyki sg bakteriocynami
produkowanymi przez bakterie Gram-dodatnie, gldwnie
przez bakterie kwasu mlekowego, Staphylococcus sp.
oraz Bacillus subtilis. Do najbardziej powszechnych
nalezy nizyna, ktora nalezy do lantybiotykow A (17).
Dziatanie nizyn polega na ich wigzaniu si¢ z lipidami
oraz prekursorami lipidowymi, ktore sa elementami
sciany komorkowej bakterii, co prowadzi do bloko-
wania biosyntezy $ciany bakteryjnej (17). Halocyny
sg substancjami powszechnie produkowanymi przez
bakterie z rodziny Halobacteriaceae, nalezacymi do
zarazkéw z domeny Archaea 1 tylko nieliczne z nich,
zostaty oczyszczone i1 opisane szczegotowo (17). Bak-
teriocyny podobne do ,,ogondéw” bakteriofagowych sa
grupg bakteriocyn stanowigcych szczeg6lng kategorig
antybakteryjnych peptydow, cechujaca si¢ duzg masa
czasteczkowa w porownaniu z innymi AMP (tab. I).
Naleza do nich m.in. bakteriocyny enterocolityczne
wytwarzane przez Yersinia enterocolitica, serratyny -
wytwarzane przez Serratia plymithicum, karotowocyna
Er - wytwarzana przez Erwinia carotovora i kseno-
rabdycyna — wytwarzana przez bakterie Xenorhabdus
nematophilus (1).

Do AMP kodowanych przez bakteriofagi naleza
czynniki lityczne kodowane przez okres§lone fagi oraz
kompleksy ,,ogonkéw” fagowych (tab.1). Do tej pory,
wsrod wszystkich bakteriofagéw o materiale genetycz-
nym ssDNA lub ssRNA, wyizolowano trzy rézne typy
genow litycznych (21). Wykazano, ze lityczne czynniki
kodowane przez fagi funkcjonujg jak system ,,viroli-
zyny-holiny” 1 wystepuja u duzych litycznych fagéw.
Natomiast kompleksy ,,ogondéw” bakteriofagowych
sa duzymi molekularnymi agregatami podjednostek
peptydowych, odpowiedzialnymi za rozpoznanie i wig-
zanie si¢ ze specyficznymi receptorami na powierzchni
bakterii Gram-ujemnych oraz przenikanie przez ich
zewnetrzng btong i powodowanie lokalnej lizy pepty-
doglikanu w miejscu mocowania do $ciany komorki,
a w konsekwencji wprowadzanie genomu faga do
bakterii (21).

Wigkszo§¢ AMP ma szeroki i swoisty zakres dzia-
fania. Jednym z mechanizmow ich funkcjonowania jest
tworzenie kanatow jonowych lub porow w catej btonie
cytoplazmatycznej bakterii, co prowadzi do zaburzen w
budowie btony lub utraty zawartosci komorki (22). Dru-
gi mechanizm polega na hamowaniu biosyntezy $ciany
komoérkowej, za$ trzeci zwigzany jest z aktywnoS$cia
rybonuklazy (RNaza) lub deoksyrybonukleazy (DNaza)
niektérych AMP. Tak jest w przypadku kolicyny E9,
unieszkodliwiajacej wrazliwe komorki E. coli poprzez
degradacj¢ DNA wyniku dziatalnosci DNazy (23) lub
kolicyny E3, ktora w wyniku dziatalno$ci RNazy roz-
szczepia 16s TRNA (24). Czwarty mechanizm ich dzia-
fania, polega na zabijaniu bakterii poprzez specyficzne
wigzanie si¢ ich do receptorow bakterii, co prowadzi
do depolaryzacji i perforacji btony cytoplazmatycznej,
a w konsekwencji do obumierania i likwidacji Sciany
komorkowej (25). Wykazano, ze AMP pochodzenia
prokariotycznego charakteryzujg si¢ wysoka skutecz-
no$cig w eliminacji poszczegdlnych gatunkoéw bakterii
Scisle zwigzanych ze szczepami, ktore je produkuja
(26). Dalsza pozytywna cechg dzialania AMP, jest ich
wysoka skutecznos$¢ przeciw wielu bakteriom, zarow-
no Gram-ujemnym, jak i Gram-dodatnim, wirusom,
grzybom i pasozytom (1). Ich pozytywna rola zostata
takze wykazana w stanach zapalnych oraz w chorobach
uktadu oddechowego, jelit, tuszczycy, reumatoidalnym
zapaleniu stawow, a nawet miazdzycy (1). Wada w ich
zastosowaniu moga by¢ m.in. stosunkowo wysokie
koszty otrzymywania.

PODSUMOWANIE

W celu przezwycigzenia wcigz rosngcego problemu
opornosci bakterii na antybiotyki, poszukuje si¢ poten-
cjalnych przeciwzarazkowych czynnikow — ktore moga
skutecznie zastapi¢ antybiotyki i sg to bakteriofagi,
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hydrolazy $ciany komorkowej bakterii (BCWH) oraz
peptydy antybakteryjne (AMP). Najbardziej optacalng
obecnie alternatywg dla antybiotykow sa bakteriofagi,
ktore specyficznie, skutecznie i bezpiecznie mozna
stosowa¢ w terapii wielu chorob zakaznych u ludzi i
zwierzat. Wéréd BCWH, najbardziej korzystne sa vi-
rolizyny, ze wzgledu na swoja wysokg specyficznos¢ i
zdolnos¢ do szybkiego eliminowania chorobotwoérczych
zarazkow. Natomiast AMP wykazuja matg toksycznos¢
wzgledem komorek eukariotycznych oraz brak oporno-
$ci bakterii na nie.
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