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SAZETAK

ANTIMIKROBNI PEPTIDI — DIZAJN I PRIMJENA U BIOMEDICINI

Helena Krizan

Antimikrobni peptidi su kratke molekule urodenog imuniteta s Sirokim spektrom djelovanja
protiv bakterija, gljiva 1 virusa. Zbog rastu¢eg problema antibiotske rezistencije, istrazuju se
kao alternativa konvencionalnim antibioticima.

Ovaj seminar opisuje dizajn, mehanizam djelovanja i terapijski potencijal peptida AMP
1003, sastavljenog od cCetiri ponavljajuce jedinice D-triptofana, D-arginina i D-lizina. Zamjena
L-aminokiselina D-enantiomerima znacajno je povecala proteoliti¢ku stabilnost uz zadrzavanje
Sirokog antimikrobnog spektra, ukljucuju¢i aktivnost protiv multirezistentnih sojeva
Staphylococcus aureus 1 Klebsiella pneumoniae. AMP 1003 ima viSestruko djelovanje,
narusava integritet bakterijske membrane, veze DNA, inducira oksidativni stres 1 remeti
energetski metabolizam, ¢ime oteZava razvoj rezistencije. U mi§jim modelima upale pluca
pokazao je terapijsku ucinkovitost usporedivu s vankomicinom i polimiksinom B uz znatno
bolji sigurnosni profil. Dodatno protuupalno djelovanje ¢ini ga obecavaju¢im kandidatom za

lijeCenje bakterijskih infekcija uzrokovanih rezistentnim patogenima.
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§1. UVOD

1.1. Borba protiv bakterija

Iako je vecina bakterija bezopasna ili ¢ak korisna za ljudsko zdravlje, manji dio ¢ine patogene
vrste sposobne uzrokovati blage do teske infekcije.! Te bakterije razvile su razli¢ite mehanizme
kojima nadvladavaju obrambene sustave domacina, izbjegavaju imunoloski nadzor i uzrokuju
bolest. Imunoloski sustav djeluje kroz urodeni 1 adaptivni imunitet, ali bakterijske infekcije i
dalje predstavljaju velik zdravstveni problem."? Prijenos patogena moZe se odvijati izravnim
kontaktom, zrakom, vodom, hranom ili putem vektora. Stoga su od velike vaznosti preventivne
mjere poput higijene, kontrole infekcija, obrade vode, cijepljenja i dostupnost ucinkovitih

lijekova, ukljuéujuéi antibiotike, koji su kljuéni za suzbijanje bakterijskih bolesti.!

1.2. Vrste antibiotika i njihov mehanizam djelovanja

Antibiotici se klasificiraju prema mehanizmu djelovanja 1 kemijskoj strukturi. Uglavnom
djeluju na sintezu stani¢ne stijenke, biosintezu proteina, sintezu nukleinskih kiselina i
metabolicke puteve sinteze folne kiseline, pri ¢emu ciljaju procese specifi¢ne ili znatno razlicite
u bakterijama u odnosu na stanice domacéina.>

Medu najvaZznijim skupinama su f-laktami (penicilini, cefalosporini, karbapenemi,
monobaktami), koji inhibiraju umreZavanje peptidoglikana vezanjem za penicilin-vezujuce
proteine, te glikopeptidi, koji sprje¢avaju ugradnju prekursora peptidoglikana u stijenku.>*

> a makrolidi,

Aminoglikozidi i tetraciklini na vezu se na 30S podjedinicu ribosoma,*
kloramfenikol i oksazolidinoni na 50S podjedinicu blokirajuéi translaciju.’ Antibiotici koji
djeluju na nukleinske kiseline ukljucuju kinolone i fluorokinolone, koji inhibiraju DNA girazu
i topoizomerazu IV, te rifamicine koji blokiraju RNA-polimerazu.” Antimetaboliti poput
sulfonamida 1 trimetoprima inhibiraju enzime u biosintezi folne kiseline, te time inhibiraju

sintezu purina i pirimidina.’

Helena KriZan Kemijski seminar 1
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1.3. Antibiotska rezistencija

Pretjerana i1 nepravilna uporaba antibiotika, u medicini, veterini i1 stoCarstvu, ubrzava selekciju
rezistentnih sojeva.’ Cak i niske koncentracije antibiotika mogu dovesti do preZivljavanja
visoko rezistentnih i hipermutabilnih populacija bakterija te olak3ati prijenos gena rezistencije.’
Poseban problem predstavljaju multirezistentni patogeni, tzv. ,,superbakterije”, poput MRSA,
VRE i karbapenem-rezistentnih gram-negativnih bakterija.’

Bakterije mogu biti intrinzi¢no, adaptivno ili steceno rezistentne. Intrinzi¢na rezistencija
proizlazi iz prirodnih obiljezja vrste, adaptivna je prolazna reakcija na stresne uvjete, dok
steCena nastaje mutacijama ili horizontalnim prijenosom gena. Glavni mehanizmi ukljucuju
smanjen ulazak antibiotika, promjenu ciljnog mjesta, enzimsku inaktivaciju i1 aktivno
izbacivanje lijeka, ¢esto u kombinaciji, §to smanjuje u¢inkovitost terapije.>**

Suocavanje s antimikrobnom rezistencijom zahtijeva racionalnu primjenu antibiotika,
razvoj novih lijekova, bolje higijenske i epidemioloske mjere te cjepiva.” U tom kontekstu
istrazuju se 1 alternativne terapije, poput antimikrobnih peptida, koji pokazuju potencijal kao

dopuna ili zamjena konvencionalnih antibioticima.’

1.4. Antimikrobni peptidi

Antimikrobni peptidi (AMPs, peptidi obrane domacina) kratke su molekule prisutne u gotovo
svim oblicima Zivota i1 predstavljaju evolucijski o¢uvan mehanizam urodene imunosti. Ve¢ina
AMP-ova ima 10-50 aminokiselina, preteZzno su pozitivno nabijeni te imaju 1 hidrofobne 1
hidrofilne dijelove, Sto im omogucuje interakciju s bakterijskim membranama 1 destabilizaciju
stanica.*”? Osim klasi¢nog membranskog djelovanja, mogu djelovati i unutar stanice, ¢esto
djeluju¢i na vise molekularnih meta istodobno, €ime se smanjuje rizik od razvoja

rezistencije.>%"10

AMP-ovi pokazuju $irok spektar djelovanja protiv bakterija, gljiva, virusa i parazita>®!1°
te imaju imunomodulatorna svojstva.!® Zbog aktivnosti protiv multirezistentnih sojeva,
ukljucujuéi Staphylococcus aureus rezistentnu na meticilin (MRSA) i druge ,,superbakterije”,
AMP-ovi se smatraju obeéavajuéom alternativom ili dopunom klasi¢nim antibioticima. ’ Iako

je njihov terapijski potencijal visok, izazovi poput stabilnosti, toksi¢nosti i troSkova proizvodnje

jo$ ograni¢avaju Siru klini¢ku primjenu.'”

Helena KriZan Kemijski seminar 1
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Klasifikacija antimikrobnih peptida

Antimikrobni peptidi (AMP-ovi) predstavljaju izuzetno raznoliku skupinu molekula, pa se
njihova klasifikacija moze napraviti prema nekoliko kriterija: prema strukturnim obiljezjima i
biolo§kom podrijetlu, ali i prema bioloskoj aktivnosti ili zastupljenijim aminokiselinama.®

2.1.1. Podjela AMP-ova prema strukturi

Na temelju sekundarne strukture, AMP-ovi se dijele u Cetiri glavne skupine. Linearni a-
helikalni peptidi (<40 aminokiselina) u kontaktu s membranama poprimaju amfipati¢nu
konformaciju i destabiliziraju bakterijsku stijenku. B-plocasti peptidi s B-nitima stabiliziranim
disulfidnim vezama ucinkovito se vezu za membranu i otporni su na proteolizu. Linearni
prosireni peptidi bez definirane sekundarne strukture djeluju i na membranu i unutarstani¢ne
ciljeve, dok mjesoviti o/f i ciklicki peptidi kombiniraju fleksibilnost i stabilnost, ¢esto dodatno
ojacani kovalentnim vezama, §to poveéava njihovu otpornost i funkcionalnu raznolikost.®

2.1.2. Podjela AMP-ova prema podrijetlu

AMP-ovi se proizvode u gotovo svim domenama Zivota, $to odrazava njihovu klju¢nu ulogu u
obrani domacina. Sisavci proizvode katelicidine 1 defenzine, koji osim antimikrobnog
djelovanja reguliraju imunitet i poti¢u cijeljenje rana. Vodozemci lu¢e AMP-ove u koznim
sekretima, poput magainina iz roda Xenopus, dok insekti sintetiziraju peptide u masnom tijelu
1 hemocitima, primjerice cekropine. Mikrobni AMP-ovi ukljucuju bakteriocine i polimiksine, a
biljni 1 morski organizmi proizvode AMP-ove poput tionina, snakina, aurelina 1 mitilina, koji
pomazu u obrani protiv mikrorganizama.®’

2.1.3. Podjela AMP-ova prema aktivnosti i vise zastupljenim aminokiselinama

AMP-ovi se mogu Kklasificirati i prema bioloSkoj aktivnosti. Najvecu skupinu Cc¢ine
antibakterijski peptidi (~60%), zatim antifungalni (~26%), dok antivirusni, antiparazitski,
antikancerogeni i anti-HIV peptidi ¢ine po 2—5%. ¢

Takoder, AMP-ovi se mogu podijeliti prema zastupljenim aminokiselinskim vrstama na:

peptide bogate prolinom, bogate triptofanom i argininom, bogate histidinom i bogate glicinom.
6
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2.2. Mehanizam djelovanja

2.2.1. Djelovanje na membrane

Primarni mehanizam djelovanja AMP-ova jest narusavanje integriteta bakterijske membrane,
Sto proizlazi iz njihove selektivne interakcije s negativno nabijenim mikrobnim membranama,
6710 7a razliku od neutralnijih membrana stanica domaéina. Elektrostatska privla¢nost
omogucuje vezanje i umetanje peptida u lipidni dvosloj, sto dovodi do destabilizacije i
permeabilizacije membrane uz minimalnu citotoksi¢nost. Osteenje membrane opisuje se
modelima poput letve bacve (engl. barrel-stave), toroidne pore, tepiha i1 agregatnog modela,

koji se razlikuju u nacinu stvaranja pora i destabilizacije dvosloja (slika 1).6%9
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Slika 1. Mehanizam djelovanja antimikrobnih peptida moZe ukljucivati: djelovanje na
membrane kroz nekoliko modela (npr. model bacvaste letve, toroidne pore ili tepiha) te
djelovanje unutar stanice. Slika prilagodena prema izvoru. ’

2.2.2. Djelovanje unutar stanice

Iako je narusavanje membrane glavni mehanizam djelovanja AMP-ova, neki peptidi djeluju 1
pri nizim koncentracijama bez lize stanice, $to upucuje na djelovanje unutar stanice. Takvi
neliticki AMP-ovi mogu prodrijeti u citoplazmu, utjecati na replikaciju DNA, transkripciju 1

translaciju, na rad Saperona i proteaza te druge klju¢ne metabolicke procese.®%’

Helena KriZan Kemijski seminar 1
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Zbog sposobnosti istodobnog djelovanja na viSe stani¢nih meta, AMP-ovi pokazuju
snaznu antimikrobnu aktivnost uz manju vjerojatnost razvoja rezistencije u usporedbi s

klasi¢nim antibioticima.!!

2.3. Klini¢ka primjena

Antimikrobni peptidi predstavljaju obecavajuce terapijske kandidate kao izravni antimikrobni
agensi ili predlosci za razvoj peptidomimetika,® osobito zbog djelovanja na multirezistentne
bakterije i moguénost sinergije s postoje¢im antibioticima.”!® Neki AMP-ovi ve¢ imaju
klinicku primjenu: polimiksini (npr. kolistin) koriste se kao terapija posljednje linije protiv
multirezistentnih gram-negativnih bakterija, daptomicin se primjenjuje sustavno u lijecenju
tedkih infekcija, a gramicidin lokalno za povriinske infekcije.>’

Osim antibakterijskog djelovanja, AMP-ovi pokazuju antivirusne, imunomodulatorne 1
potencijalno antitumorske ucinke te nalaze primjenu u lijeCenju rana, dermatologiji,
respiratornim 1 kirurSkim infekcijama, kao i u prehrambenoj industriji (npr. nisin kao

prehrambeni aditiv) i stocarstvu.’

2.4. Farmakoloski izazovi i strategije dizajna boljih AMP-ova

Unato¢ snaznoj in vitro aktivnosti, klinicka primjena AMP-ova ograni¢ena je smanjenom
ucinkovito$¢u u organizmu zbog fizioloskih uvjeta (visoka ionska jakost, vezanje za serumske
proteine, razgradnja  enzimima), mogucom  citotoksi¢noS¢u te  nepovoljnom
farmakokinetikom.®? Iako je razvoj rezistencije rjedi nego kod klasi¢nih antibiotika, bakterije
ipak mogu razviti adaptivne obrambene mehanizme.¢

Stoga se novi AMP-ovi razvijaju racionalnim dizajnom i kemijskim modifikacijama
(npr. ugradnja D-aminokiselina, ciklizacija, lipidacija) radi povecanja stabilnosti i

2,79

selektivnosti, uz razvoj sintetskih mimetika i primjenu nanonosaca.® Sve vazniju ulogu

imaju racunalni alati 1 umjetna inteligencija koji ubrzavaju optimizaciju sekvenci i

identifikaciju obe¢avajuéih kandidata.>!!

Helena KriZan Kemijski seminar 1
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§ 3. NOVI ANTIMIKROBNI PEPTID KAO
POTENCIJALNA TERAPIJA

Bakterijska upala pluc¢a i dalje je jedna od vodecih respiratornih infekcija te znac¢ajan globalni
problem zdravstva zbog visokog pobolijevanja i smrtnosti, osobito jer patogeni poput
Staphylococcus aureus i Klebsiella pneumoniae sve ¢eSce razvijaju rezistenciju na antibiotike.
Stoga je vrlo vazno raditi na pronalasku novih antimikrobnih lijekova.

U ovom seminaru opisan je linearni Sirokospektralni antimikrobni peptid (AMP 1003) koji

pokazuje znacajnu terapijsku u¢inkovitost kod lije¢enja bakterijske upale pluéa.!?

3.1. Dizajn i karakterizacija AMP 1003

AMP 1003 je linearni antimikrobni peptid sastavljen od cetiri ponavljaju¢e jedinice (D-
triptofan)-(D-arginin)-(D-lizin), sintetiziran standardnom Fmoc metodom Ccvrste faze. Pri
fizioloSkom pH nosi neto naboj +9 te pokazuje nisku hidrofobnost, sto mu omogucuje dobru
topljivost u vodi. Ima povoljan farmakokineticki profil: nisko vezanje za plazmatske proteine
(oko 20 %), umjeren volumen distribucije (0,1 L/kg) te vrijeme poluzivota od priblizno 2 sata.
Analiza cirkularnog dikroizma pokazala je da AMP 1003 nema uredenu strukturu u vodenom 1
membranski-mimetiCkom okoliSu, pri ¢emu autori isti€u da jasno definirana sekundarna

struktura nije nuzan preduvjet za antimikrobnu aktivnost. '2

3.2. Antimikrobna aktivnost, selektivnost i stabilnost AMP 1003

AMP 1003 pokazao je antimikrobnu aktivnost na Sirokom spektru bakterijskih sojeva, s MIC
vrijednostima od 8 uM protiv MRSA ATCC 33591 1 K. pneumoniae ATCC 700603. Protiv
klini€kih viSestruko rezistentnih izolata zadrZao je snaznu aktivnost: 4—8 uM za MRSA MDR1-
6 te 16-128 uM za K. pneumoniae MDR1-5, u usporedbi s konvencionalnim antibioticima koji
su bili manje ucinkoviti (tobramicin, gentamicin, ciprofloksacin, levofloksacin, imipenem) ili
¢ak nisu pokazivali aktivnost (piperacilin, cefotaksim). Takoder je djelovao brze baktericidno
od vankomicina protiv MRSA i polimiksina B protiv K. pneumoniae. >

Peptid je pokazao vrlo dobru biokompatibilnost: zanemarivu hemoliticku toksicnost (HCio

> 2048 uM) 1 nisku citotoksi¢nost (ICso 64—128 uM). Selektivni indeks (SI; omjer HCio 1

Helena KriZan Kemijski seminar 1
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geometrijske sredine minimalne inhibitorne koncentracije, MIC) za BV-2 stanice bio je >512,
znatno iznad klini¢ki relevantnog praga (SI > 10). !2

Zamjena L-aminokiselina D-aminokiselinama znacajno je povecala proteoliticku stabilnost.
Vise od 90 % peptida ostalo je intaktno nakon 6 sati izlaganja tripsinu, kimotripsinu ili pepsinu,
dok je analogan spoj sastavljen od L-aminokiselina pokazivao <10 % stabilnosti. Aktivnost je

o¢uvana i u prisutnosti fiziologkih koncentracija soli i seruma (slika 2). !2

A B
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Slika 2. AMP 1003 pokazuje visoku stabilnost. RP-HPLC analiza AMP 1003 i (WRK)4 nakon
inkubacije s tripsinom, kimotripsinom i pepsinom tijekom 6 h pri 37 °C (A, B).
MIC vrijednosti AMP 1003 protiv MRSA ATCC 33591 i K. pneumoniae ATCC 700603 u
prisutnosti tripsina (C), kimotripsina (D), pepsina (E), Na* (F), Mg** (G), mi$jeg seruma (H),
fetalnog govedeg seruma (FBS; I) i seruma novorodenog teleta (NBCS; J). Slika prilagodena

prema izvoru.'?

Helena KriZan Kemijski seminar 1
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3.3. AMP 1003 smanjuje razvoj antimikrobne rezistencije

AMP 1003 pokazao je sinergisticke ili aditivne u¢inke u kombinaciji s konvencionalnim
antibioticima protiv standardnih 1 MDR sojeva. U serijskim pasaznim eksperimentima tijekom
14 generacija nije doslo do znacajnog porasta rezistencije (<4 puta povecanje MIC), dok su
konvencionalni antibiotici inducirali visestruki porast rezistencije. Kombinacija antibiotika u
subinhibitornoj koncentraciji (1/2 njihovih MIC vrijednosti) s AMP 1003 ucinkovito je

sprjecavala razvoj rezistencije (slika 3). !2

Peptid je izazvao unakrsnu rezistenciju jedino s gentamicinom kod MRSA ATCC 33591
te gentamicinom i1 imipenemom kod K. pneumoniae ATCC 700603, dok s ostalim antbioticima
nije bilo unakrsne rezistencije. Pri subinhibitornim koncentracijama vracao je osjetljivost
bakterija na antibiotike. Takoder je eliminirao persister stanice (mogu podnijeti visoke

koncentracije antibiotika, slika 3) te inhibirao stvaranje biofilma. '2

Helena KriZan Kemijski seminar 1
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Slika 3. AMP 1003 smanjuje razvoj antimikrobne rezistencije. Razvoj rezistencije kod MRSA
ATCC 33591 (A) i K. pneumoniae ATCC 700603 (B) u prisutnosti sub-MIC koncentracije
AMP 1003, antibiotika ili njihove kombinacije. Kinetika baktericidnog djelovanja AMP 1003
na persister stanice MRSA ATCC 33591 nastale nakon tretmana 10x MIC koncentracijom
ciprofloksacina (C), gentamicina (D), imipenema (E) ili minociklina (F), n = 3 neovisna
ponavljanja. Kinetika baktericidnog djelovanja AMP 1003 na persister stanice K. pneumoniae
ATCC 700603 nastale nakon tretmana 10x MIC koncentracijom ciprofloksacina (G),
gentamicina (H), imipenema (I) ili minociklina (J), » = 3 neovisna ponavljanja. Podaci su
prikazani kao srednja vrijednost & standardna devijacija (SD). Tocke predstavljaju medijan, a

linije pogreske raspon vrijednosti. Slika prilagodena prema izvoru. '?

3.4. ViSestruki mehanizmi djelovanja AMP 1003

Mehanisticka ispitivanja pokazala su da AMP 1003 djeluje i na membranu i unutarstani¢no.

Ostvaruje interakcije s lipopolisaharidima 1 lipotei¢nim kiselinama, ali ne 1 s fosfatidilkolinom,
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§ 3. Novi antimikrobni peptid kao potencijalna terapija 10

potvrdujué¢i selektivnost prema bakterijskim membranama. Poveéava permeabilnost i
depolarizaciju membrane te uzrokuje ostecenja povrsine membrane. '

Unutar stanice, veze bakterijsku DNA te interferira s replikacijom i transkripcijom, inducira
nakupljanje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. reactive oxygen species), uzrokuje istjecanje
stani¢nih sadrzaja te remeti homeostazu adenozin trifosfata (ATP). Predlozeni model ukljucuje
pocetno elektrostatsko vezanje na membranu, destabilizaciju membrane, ulazak u stanicu i

vi$estruko narusavanje stani¢nih procesa, §to otezava razvoj rezistencije (slika 4). '2

gram-pozitivna Bosas gram-negativna
bakterija i e ARCESCE bakterija
» ~ .
3 iz{"y{ &
ATP ATP Izlazak ATP-a
ATP S AP
e Vezanie DNA 145
ROS
Curenje nukleinskih kiselina i proteina Nastajanje ROS-ova Curenje nukleinskih kiselina i proteina
L4, 1003 Lipotei¢na l Lipopolisaharid Peptidoglikan Bakterijska

kiselina membrana

Slika 4. PredloZeni mehanizam antimikrobnog djelovanja AMP 1003 ukljucuje: interakciju
pozitivno nabijenih bo¢nih ogranaka s negativno nabijenim komponentama bakterijske
membrane (lipopolisaharidima kod gram” te lipoteiho¢nom kiselinom kod gram™ bakterija),
prodiranje hidrofobnih triptofanskih bo¢nih ogranaka u lipidni dvosloj uz depolarizaciju 1
oSte¢enje membrane, dok unutar stanice peptid veZze DNA, inducira nakupljanje reaktivnih

kisikovih vrsta i narusava energetski metabolizam. Slika prilagodena prema izvoru. 12

3.5. Analiza transkriptoma

RNA-seq analiza nakon tretmana MRSA i K. pneumoniae s AMP 1003 u koncentracijama 2x i
4x MIC pokazala je koncentracijski ovisne promjene u ekspresiji gena, pri ¢emu su obrasci
odgovora bili razli¢iti izmedu gram-pozitivne 1 gram-negativne bakterije. Kod MRSA peptid je
potaknuo ekspresiju gena ukljuc¢enih u popravak membrane i odgovor na oste¢enje DNA, dok
su geni za metabolizam i transport bili smanjeno eksprimirani. Kod K. pneumoniae doslo je do

smanjenja ekspresije gena povezanih s propusno$¢u membrane 1 obrambenim odgovorom na
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stres. Kod obje vrste uoceno je ometanje transporta i funkcije transmembranskih sustava, §to
sugerira potencijal AMP 1003 da inhibira mehanizme rezistencije poput efluksa, podrzavajuci

njegovu ulogu 1 kao samostalnog antimikrobnog sredstva 1 kao adjuvansa u antibiotskoj terapiji.
12

3.6. Terapijska ucinkovitost u miSjim modelima upale pluca i protuupalna

aktivnost

AMP 1003 je testiran u misjim modelima upale plué¢a izazvane bakterijama MRSA i K.
pneumoniae. MiSevi su prvo imunokompromitirani uz djelovanje ciklofosfamida, a zatim
zarazeni. AMP 1003 je znacajno smanjio bakterijsko opterecenje pluca pri dozama od 51 10
mg/kg, ¢esto bolje od usporednih antibiotika (vankomicin za MRSA, polimiksin B za K.
pneumoniae). Za razliku od usporednih antibiotika, AMP 1003 djeluje Siroko protiv gram-
pozitivnih 1 gram-negativnih bakterija. Histopatoloski, lijeCenje je gotovo u potpunosti
obnovilo pluéno tkivo, dok su miSevi tretirani fizioloSkom otopinom pokazali teSka oStecenja.

Osim antimikrobnog djelovanja, AMP 1003 ima i snazna protuupalna svojstva. U mi$jim
stanicama RAW 264.7 i u miSevima smanjio je koncentraciju vise pro-upalnih citokina (IL-1f,
TNF-a, IL-12, IL-17, IL-18, iNOS, MCP1, CD86), ¢ime ublazava oStecenja uzrokovana

pretjeranom upalom. 2

3.7. Sigurnosni profil in vivo

AMP 1003 je pokazao znatno bolji sigurnosni profil od polimiksina B u testovima akutne
toksi¢nosti kod miSeva. Pri dozama do 30 mg/kg nije uzrokovao smrtnost niti ozbiljne
simptome, dok su miSevi tretirani polimiksinom B ve¢ pri 20 mg/kg pokazivali teSke znakove
toksi¢nosti, a pri 30 mg/kg svi uginuli unutar sat vremena. Cak i pri 40 mg/kg smrtnost kod
AMP 1003 bila je samo 25%, uz privremene abnormalnosti u ponasanju prezivjelih Zivotinja.
Biokemijske analize krvi nisu pokazale znacajnu hepatotoksi¢nost ni nefrotoksi¢nost pri
svim testiranim dozama, a rani biomarkeri oSteCenja bubrega ostali su nepromijenjeni.
Histoloski, AMP 1003 izazvao je tek blagu infiltraciju upalnih stanica i minimalna oStecenja
pri najvisoj dozi, dok je polimiksin B izazvao znatno teZa oSte€enja tkiva. Biodistribucija je
pokazala primarnu akumulaciju u jetri i bubrezima s postupnim smanjenjem koncentracije.
Razlika u sigurnosnom profilu objasnjava se razli¢itim metabolickim ponasSanjem:

polimiksin B se nakuplja u bubrezima 1 teSko razgraduje, dok organizam mozZe neutralizirati
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potencijalnu toksicnost AMP 1003 kroz antioksidativne i regenerativne mehanizme, S$to

rezultira povoljnijim in vivo u¢inkom. '?
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§ 4. ZAKLJUCAK

AMP 1003 predstavlja znacajan napredak u dizajnu antimikrobnih peptida, ucinkovito
prevladavaju¢i klju¢na ogranicenja, koja otezevaju njihovu klinicku primjenu, poput slabe
proteoliticke stabilnosti, visoke citotoksi¢nosti 1 potencijala za izazivanje bakterijske
rezistencije. Racionalnom zamjenom L-aminokiselina njihovim D-enantiomerima unutar
ponavljajuc¢eg motiva triptofan-arginin-lizin, peptid je pokazao znatno pobolj$anu otpornost na
proteoliticku razgradnju u usporedbi s prethodnikom (WRK)., zadrzavajuéi vise od 90 %
integriteta nakon izloZenosti probavnim enzimima. AMP 1003 ima Sirokospektralnu
antimikrobnu aktivnost protiv klinicki relevantnih multirezistentnih patogena, ukljucujuci
MRSA i K. pneumoniae.

AMP 1003 djeluje putem viSe mehanizama kombiniraju¢i narusSavanje stabilnosti
membrane s unutarstaniénim djelovanjem, poput vezanja na DNA, generiranja reaktivnih
kisikovih vrsta i ometanje metabolizma. Tim na¢inom djelovanja razvoj bakterijske rezistencije
je otezan u usporedbi s konvencionalnim antibioticima koji djeluju na jednu metu.

Peptid je pokazao sposobnost vracanja osjetljivosti na antibiotike u rezistentnim
sojevima i eliminacije persister stanica, $to ga ¢ini korisnim 1 kao samostalni antimikrobni agens
1 kao adjuvans u konvencionalnoj antibiotskoj terapiji. Dodatna protuupalna aktivnost in vitro
1 in vivo daje jo§ jednu terapeutski vrijednu dimenziju.

Rezultati in vivo posebno su ohrabruju¢i, AMP 1003 smanjio je broj bakterija u
zarazenom tkivu usporedivo s vankomicinom i polimiksinom B, uz znatno povoljniji sigurnosni
profil. Ipak, prije klinicke primjene potrebno je rijesiti nekoliko izazova: farmakokinetika u
pacijenata s oSteCenjem organa, potencijalna imunogenost pri ponovljenoj primjeni i
ucinkovitost u kroni¢nim ili duboko smjeStenim infekcijama jo§ nisu u potpunosti istraZeni.
Unato¢ tome, AMP 1003 pruza snaznu osnovu za daljnji razvoj racionalno dizajniranih
antimikrobnih peptida kao terapiju sljedeCe generacije protiv rezistentnih bakterijskih

infekcija.!'?
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