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Antimicrobial peptides — defensins

Abstract: Numerous organisms produce antimicrobial peptides (AMP) as part of their innate immunity and host defense. Antimicrobial
peptides are implicated in antibacterial as well as antifungal activity in phagocytes, inflammatory fluids and intestinal secretions. Among
them, the most abundant and the best characterized are defensins. Most of them have been recently sequenced and their structures
have been solved. Defensins are small (about 5 kDa), mainly basic, cystein — rich peptides. The global fold comprises an antiparallel
B sheet and an a helix, which is stabilized by disulfide bridges. The mammalian defensins can be subdivided into three main classes
according to their structural differences: a,  and, recently described, 8 defensins. Several models have been recently proposed to explain
the mechanism of bacterial membrane perturbation by defensins, leading to pore formation. This review describes recent findings in
defensin biology focusing mainly on mammalian defensins.
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1. Wstep

1.1. Ogolna charakterystyka
przeciedrobnoustrojowych peptydow

Istotnym elementem mechanizméw odpornoscio-
wych funkcjonujacym zaréwno u roélin, jak i zwierzat
- bezkregowych i kregowcdéw, sa peptydy przeciw-
drobnoustrojowe (AMP, antimicrobial peptides). S3 one
prawdopodobnie jednym z podstawowych i jednoczes-
nie najbardziej prymitywnych mechanizméw obronnych.

AMP zostaly opisane na poczatku lat osiemdziesig-
tych XX wieku u zab i ropuch, u ktérych bezposrednio
po zranieniu obserwowano wydzielanie substancji nisz-
czacych drobnoustroje. Substancje te nazwano magaini-
nami. Nastepnie wykryto podobne substancje u innych
gatunkow zwierzat: cekropiny u ciem, tachyplezyny
u krabow, tioniny u roélin i defensyny u ssakéw. Od-
krycie pokrewienstw strukturalnych i funkcjonalnych
miedzy tymi substancjami pozwolito na wysuniecie

hipotezy, ze AMP sa jednym z najstarszych mechaniz-
mow obronnych [80].

Do chwili obecnej opisano ponad 1500 przeciw-
drobnoustrojowych peptydéw. Dzigki dostgpnym bazom
danych mozna na biezaco $ledzi¢ odkrycia w dziedzinie
AMP. Informacje mozemy znalez¢ zardwno w specja-
listycznych bazach danych, takich jak Antimicrobial
Sequence Database (AMSDDb) [http://www.bbcm.univ.
trieste.it/~tossi/amsdb.html] i Antimicrobial Peptide
database (APD) [http://aps.unmc.edu/AP/main.php],
jak i w ogolnych bazach danych takich jak GenBank
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/index.html],
EMBL [http://www.ebi.ac.uk/embl/] i innych [63].

AMP s3 produkowane w wielu tkankach przez rézne
typy komorek roslin, grzybow i zwierzat oraz bakterii.
Majg kilka wspdlnych cech: sa matymi peptydami
o fadunku dodatnim. Znamy réwniez peptydy anionowe
i amfipatyczne. Peptydy te wykazuja aktywnos¢ prze-
ciwwirusowg, przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza oraz
przeciwpasozytnicza. Oprdcz niszczenia patogenow
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AMP maja zdolnos$¢ do neutralizacji toksyn, wykazuja
aktywno$¢ chemotaktyczng, moduluja dziatanie ukladu
immunologicznego oraz indukuja procesy angiogenezy
i gojenia ran [7].

1.2. Klasyfikacja antybakteryjnych peptydow

Klasyfikacja AMP przyjmuje jako kryterium po-
dziatu ich sekwencje aminokwasowa, liczbe mostkéw
dwusiarczkowych oraz strukture. Aktualnie najczes-
ciej stosowana jest klasyfikacja zaprezentowana przez
Brodgen a, wedlug ktérego mozemy wsrod tych pep-
tydow wyrdznié pie¢ podgrup [5].

Do pierwszej z nich nalezg anionowe peptydy. Sq one
mate (726,1-823,8 Da) a dominujgcymi aminokwasami
w ich sekwencji sg kwas asparaginowy i kwas glutami-
nowy. Produkowane sg np. przez komoérki nablonkowe
w milimolarnych stezeniach. W obecnosci cynku, ktéry
jest ich kofaktorem, wykazuja aktywno$¢ wobec bakterii
zaréwno Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych. Do tej
klasy peptydéw nalezy m.in. dermicydyna, produko-
wana w gruczolach potowych czlowieka. Rozpuszcza
sie w pocie i po proteolitycznym procesowaniu do pep-
tydu o dlugosci 47 aminokwasdw, jest razem z potem
wydzielana na powierzchnie skory. Oprocz wlasciwosci
bakteriobdjczych dermicydyna ma réwniez wlasciwosci
grzybobojcze, np. w stosunku do drozdzaka bialego
(Candida albicans) [20].

Do drugiej podgrupy nalezy okolo 290 krétkich,
kationowych peptydéw o strukturze a-helisy. Zwykle
ich dlugo$¢ nie przekracza 40 reszt aminokwasowych.
W roztworach wodnych struktura wielu z tych pep-
tydow jest zaburzona, natomiast w obecnosci trifluo-
roetanolu, dodecylosiarczanu sodu (SDS) i lipidu A,
czasteczka przyjmuje wlasciwg konformacje. Peptydy
nalezace do tej klasy s aktywne wobec Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych bakterii. Przedstawicielami tej grupy
s cekropiny: A i B. Po raz pierwszy opisano je u ¢my
Hyalophora cecropia, pozniej stwierdzono ich obec-
no$¢ réwniez u ssakow. Ich strukture cechuje obecnosé¢
dwoch a-helis, obie wykazujg wlasciwosci cytolityczne
w stosunku do kilku linii komoérek nowotworowych
[40]. Innym przykladem jest pierwszy poznany pep-
tyd przeciwdrobnoustrojowy, magainina zbudowany
z 21-27 aminokwaséw. Przedstawicielami tej podgrupy
sa rowniez andropina, mellityna i ceratotoksyna owa-
doéw, dermaseptyna, bombinina, brewinina i buforyna II
plazéw, misguryna i pleurocydyna ryb oraz owispiryna,
krélicza katelicydyna CAP-18 (cationic antimicrobial
peptide) i ludzka katelicydyna LL-37.

Trzecig podgrupe tworzy okoto 44 kationowych
peptydow z dominujacg liczbg takich aminokwasow
jak: prolina, arginina, glicyna i tryptofan. Do tej klasy
nalezy m.in. PR-39 (proline-arginine rich antibacte-
rial peptide), peptyd izolowany z jelita cienkiego $win
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iz neutrofili. Inne przyktady to: abaecyna bogata w pro-
ling, drozomycyna i apidaecyna bogate w proling i argi-
nine, koleopterycyna i hymeoptaecyna owadéw bogate
w glicyne, oraz baktenecyna bogata w proling i arginine,
profenina bogata w proline i fenyloalanine, idolicydyna
i histatyny ssakow bogate w tryptofan.

Kolejng podgrupe stanowia anionowe i kationowe
peptydy zawierajace reszty cysteinowe i mostki disul-
fidowe [1-3]. Przykladem takich peptydow jest prote-
gryna, 16-aminokwasowy peptyd z dwoma mostkami
disulfidowymi, izolowany z leukocytéw $win. Do tej klasy
nalezy réwniez bardzo zréznicowana grupa defensyn. Do
tej pory opisano ok. 300 defensyn kregowcow (80 a-de-
fensyn, okofo 190 B-defensyn, 5 defensyn ), ok. 170 defen-
syn owadzich, ok. 60 defensyn roslinnych [http://defen-
sins.bii.a-star.edu.sg/]. Inne peptydy nalezace do tej
grupy to m.in. drozomycyna owadéw, tachyplezyna sko-
rupiakéw oraz brewinina ssakow, ktora charakteryzuje
sie obecnoscia tylko jednego mostka disulfidowego [5].

Ostatnig podgrupe AMP stanowig anionowe i katio-
nowe peptydy bedace fragmentami wigkszych biatek.
Majg one aktywnos¢ przeciwbakteryjna i sg struktural-
nie podobne do wcze$niej opisanych peptyddw, ale ich
rola w odpornosci nie jest do konca poznana. Do tej
klasy nalezy m.in. laktoferrycyna. Jest to peptyd obecny
w neutrofilach, w mleku i w §linie, powstaly na skutek
hydrolizy przez kwasna peptydaze laktoferryny, biatka
wiazacego zelazo.

1.3. Mechanizmy dzialania przeciwbakteryjnych
peptydow

AMP niszg komorki drobnoustroju gléwnie przez
dezintegracje ich oston komoérkowych. Wigza sie z blong
komoérkows patogenu dzigki oddzialywaniom elektro-
statycznym miedzy ujemnie natadowanymi lipidami
blony komorkowej drobnoustroju a kationowymi pepty-
dami. Aby dotrze¢ do blony cytoplazmatycznej, peptyd
musi ,,pokona¢” zewnetrzne warstwy komorki - u bak-
terii Gram-ujemnych blone¢ zewnetrzng i cienka warstwe
peptydoglikanu, a u Gram-dodatnich gruba warstwe
peptydoglikanu. Umozliwiaja mu to ujemnie natado-
wane czgsteczki obecne w ostonach komorek bakteryj-
nych, z ktérymi peptyd moze oddziatywa¢ — m.in. anio-
nowe fosfolipidy i grupy fosforanowe lipopolisacharydu
bakterii Gram-ujemnych oraz kwasy tejchojowe i lipo-
tejchojowe wchodzace w skiad peptydoglikanu bakterii
Gram-dodatnich. Gdy peptyd zakotwiczy sie w blonie
cytoplazmatycznej drobnoustroju, nastepuje zmiana jego
struktury a nastepnie wbudowanie do dwuwarstwowej
fosfolipidowej blony cytoplazmatycznej. W niskim ste-
zeniu peptydy s3 wbudowywane do blony réwnolegte,
natomiast gdy ich stezenie wzrasta, zmieniajg polozenie
na prostopadte. W odpowiednio wysokim stezeniu i pro-
stopadlej wzgledem blony orientacji, peptydy zaczy-
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naja tworzy¢ transmembranowe pory. W zaleznosci
od budowy peptydu mozemy wyrézni¢ trzy mechaniz-
my niszczenia blon: ,klepek beczki’, ,pierscieniowy”
i ,,dywanowy”. Istnieje rowniez czwarty, rzadziej wyste-
pujacy mechanizm tworzenia ,nieuporzagdkowanych
pierscieniowych porow” [43].

W modelu ,,klepek beczki” biorg udzial a-helikalne
peptydy. Formujg w centrum membrany wigzke z kana-
fem w srodku. Od tej formy pochodzi nazwa mecha-
nizmu dzialania - wigzka ta przypomina beczke zbu-
dowana z klepek. Powstale w blonie pory powoduja
wyciekanie sktadnikéw cytoplazmy i spadek potencjatu
blonowego. W ten sposéb niszcza blone peptydy takie
jak alametycyna i gramicydyna A [34].

Drugim mechanizmem niszczenia bton jest model
»~dywanowy”. W tym modelu peptydy kumuluja si¢ na
powierzchni blony cytoplazmatycznej, nie przenikajac
przez nia. Peptydy oddziatujg elektrostatycznie z hydro-
tilowymi glowami fosfolipidéw pokrywajac powierzch-
nie blony jak dywan. Przy duzym stezeniu peptydow
nastepuje destabilizacja blony, jej pekniecie, obnizenie
potencjatu blonowego komérki i wyciekanie sktadnikow
cytoplazmy. Jest to mechanizm podobny do dzialania
detergentu. Tak dziala np. cekropina [55].

Kolejnym mechanizmem jest model ,,pierscieniowy”.
Peptydy wnikaja miedzy dwie warstwy blony i powo-
duja, ze pojedyncza warstwa fosfolipidowa zagina si¢ do
wewnatrz tworzac szczeline, w ktorej znajdujg si¢ glowy
fosfolipidow i peptydy. Peptydy potaczone sa przez caly
czas z polarnymi glowami lipidéw, nawet podczas prze-
nikania przez dwuwarstwowg blone. Ten mechanizm
niszczenia blon jest reprezentowany przez magainine,
protegryne i mellityne [60].

Ostatnig ze strategii niszczenia blon jest mecha-
nizm tworzenia ,,nieuporzgdkowanych pier§cieniowych
poréw”. Ta modyfikacja poréw pierscieniowych polega
na tym, ze ulozenie peptydow jest mniej restrykcyjne niz
w modelu ,,pierscieniowym”. Peptydy nie ustawiaja si¢
zawsze prostopadle w stosunku do blony, tak jak to bylo
w modelu ,,pierscieniowym’, ale moga by¢ zakotwiczone
w blonie pod réznym katem [43].

Pomimo wielu réznic, te cztery mechanizmy maja
réwniez cechy wspolne. Wszystkie one prowadza do
destabilizacji blony i utraty zdolnosci komoérki do Zycia.
Zaburzony zostaje potencjal blonowy, gradient pH,
regulacja osmotyczna oraz zatrzymany proces oddy-
chania. Lokalne stezenie peptydéw w blonie jest okoto
10 000 razy wyzsze niz ich stezenie w fazie wodnej [43].

Oproécz dezintegracji blony komérkowej, przeciw-
drobnoustrojowe peptydy moga zabija¢ komorki pato-
genu w inny sposob. Wiele peptydéw przekracza blong
cytoplazmatyczng i kumuluje si¢ wewngtrz komorki.
Peptydy te hamujg synteze kwaséw nukleinowych po-
przez wigzanie z DNA lub/i RNA, synteze bialek wply-
wajac na aktywnos$¢ ATPazowg DnaK czy synteze sktad-
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nikow $ciany komorkowej. Niektore dodatkowo blokuja
aktywnos¢ innych enzymoéw [5, 6, 50].

Przedstawiona praca przeglagdowa dotyczy jednej
klasy AMP — defensyn.

2. Charakterystyka defensyn
2.1. Klasyfikacja, identyfikacja i struktura defensyn

Defensyny sa matymi (3-5 kDa) peptydami przeciw-
drobnoustrojowymi o strukturze B-harmonijki, zawie-
rajagcymi zwykle sze$¢ reszt cysteinowych potaczonych
trzema mostkami dwusiarczkowymi. Mozemy wsrod
nich wyrézni¢ 5 grup: defensyny kregowcow, do ktoérych
nalezg defensyny ssakow a-, B-, i 6- oraz defensyny bez-
kregowcow i roélin. Obecnie znamy okolo 550 defensyn
[www.defensins.bii.a-star.edu.sg].

Defensyny sa wytwarzane przez réznorodne komorki
wielu tkanek réznych organizméw. Defensyny a ziden-
tyfikowano u krolikéw, $winek morskich, szczuréw,
myszy i ludzi, natomiast defensyny  u bydla, owiec,
koéz, $win, ptakow i ludzi.

Ludzkie defensyny a, HNP-1,2,3,4 s3 wytwarzane
w granulach neutrofili, a defensyny HD-5,6, (human
defensins) w komorkach Panethla oraz komorkach
nablonkowych drég rozrodczych kobiet. Ludzkie defen-
syny B charakteryzuje wigksza réznorodno$¢ miejsca
wytwarzania. HBD-1 (human beta-defensin) jest syn-
tetyzowana w komorkach nabtonkowych pluc i drég
moczowych, tozysku, nerkach, trzustce, tchawicy i pro-
stacie, HBD-2 w komorkach nabtonkowych skory, ptuc,
jelit i drog moczowo-plciowych, HBD-3 w komoérkach
nablonkowych nosa, migdatkéw, trzustki i oskrzeli oraz
w $linie i wydzielinie pochwowej a HBD-4 w jadrach,
zoladku i macicy, ptucach i nerkach [26, 62].

Defensyny 6 wytwarzane sg przez leukocyty i mono-
cyty malp. U czlowieka réwniez zidentyfikowano gen,
ktore mogtby potencjalnie kodowaé defensyne 6, ale
w jego sekwencji nukleotydowej wystepuje przedwczes-
ny kodon ,stop”, co powoduje zahamowanie procesu
translacji [47].

Defensyny bezkregowcow zostaly wyizolowane z orga-
nizméw nicieni, stawonogéw i migczakéw, natomiast
defensyny roslinne s3 wytwarzane przez wiele gatun-
kéw roslin.

Wszystkie defensyny charakteryzuja sie struktura
stabilizowana przez mostki disulfidowe pomiedzy resz-
tami cysteinowymi. W defensynach a i B wystepuja
3 mostki disulfidowe — w przypadku defensyn a pomie-
dzy cysteinami 11 6, 214 oraz 3 i 5, natomiast w przy-
padku defensyn P pomiedzy cysteinami 1i 5, 2 i 4
oraz 3 i 6. W defensynach O réwniez wystepuja trzy
mostki disulfidowe. Niektére defensyny bezkregowcow
sa stabilizowane przez 3 mostki disulfidowe — pomiedzy
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cysteinami 115, 214 oraz 3 i 6, natomiast inne charak-
teryzuja si¢ obecnoscig 4 mostkow taczacych cysteiny 1
i8,2i5,316,417, takjak uroélin [31].

2.1.1. Defensyny a

Defensyny o nazywamy réwniez defensynami klasycz-
nymi. Sg pierwszg odkryta grupa defensyn. W 1980 roku
L ehrer wyizolowal je z kroliczych makrofagdw, nieco
pozniej wykryto je réwniez w kroliczych granulocytach,
a nastepnie w fagocytach innych ssakéw, takich jak:
$winki morskie, szczury, myszy i cztowiek. Do chwili
obecnej opisano okoto 80 defensyn a.

Ze wzgledu na wiele interesujacych funkcji, sta-
rano si¢ poznac strukture tych peptydéw. Wiele z nich
zostalo oczyszczonych i zsekwencjonowanych. U czto-
wieka dokladnie scharakteryzowano sze$¢ a-defensyn,
z ktorych cztery s3 odnajdywane gtéwnie w ziarnach
z granulocytow (HPN-1, HPN-2, HPN-3 i HPN-4)
a pozostale dwie w komorkach Panetha jelita cienkiego
(HD-5 i HD-6).

Metodami krystalograficznymi i spektroskopowymi
rozwigzano struktury kilku defensyn. Udokumentowano,
ze wszystkie klasyczne defensyny maja podobng kon-
formacje¢ zawierajacy trzypasmowg strukture p-kartki
i petle taczaca te pasma. Struktura ta tworzy tzw.
»szpilke do wloséw”. Ludzkie defensyny tworza formy
dimeryczne, ktore formujg waska cze$¢ lejka. Szersza
cze$¢ lejka jest tworzona przez szeSciopasmowe P-kartki
polaczone dwoma petlami. Takie utozenie multimetrow
jest fatwe do uformowania w roztworze oraz korzystne
w dwuwarstwowej blonie lipidowej. Faldowanie tych
peptyddéw jest procesem konserwowanym [29, 51].

Klasyczne defensyny sg aktywne w stezeniu od 1
do 100 pg/ml przeciwko bakteriom, zaréwno Gram-
-dodatnim jak i Gram-ujemnym, wirusom i grzybom.
Aktywnos¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybicza defen-
syn w granulocytach jest czgsto hamowana przez biatka
osocza oraz kationy sodu i wapnia. Efekt dzialania
jonéw sodu polega na zahamowaniu niespecyficznych
interakeji elektrostatycznych pomiedzy dodatnio nata-
dowana defensyng a ujemnie naltadowang blong. Efekt
hamujacego dzialania wapnia jest czesciej spotykany
wobec bakterii Gram-ujemnych i polega na wspolza-
wodnictwie o specyficzne miejsca wigzace zewnetrznej
btony tych drobnoustrojow [21].

Ludzkie defensyny, pomimo wielu podobienistw struk-
turalnych, réznig si¢ aktywnosciag wobec tych samych
gatunkow drobnoustrojow. Wykazano, Ze najsilniejsza
bakteriobdjcza aktywnos¢ sposréd defensyn neutrofil-
nych przeciwko Staphylococcus aureus wykazuje defen-
syna HNP-2 a najstabszag HNP-4. Natomiast najsilniejszg
aktywno$¢ przeciwko Escherichia coli i Enterobacter aero-
genes wykazuje HNP-4, a najstabszag HPN-1 i HPN-3.
Defensyna HD-5, podobnie jak HNP-2, wykazywala
wysoka aktywno$¢ wobec bakterii Gram-ujemnych,
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a defensyna HD-6 wykazywatla aktywnos¢ tylko wobec
Bacillus cereus [17]. Co ciekawe, defensyny klasyczne
moga rowniez stymulowac adherencje niektorych bak-
terii do komorek wytwarzajacych te peptydy. Adhe-
rencja Heamophilus influenzae, Moraxella catarrhalis
i Neisseria meningitidis do réznych typow komorek jest
istotnie wyzsza w obecnosci defensyn. Tak wigc w nie-
ktoérych przypadkach defensyny moga dziala¢ nieko-
rzystnie dla organizmu i bra¢ udziat w wywotaniu obja-
wow chorobowych [24].

Salzman iwsp. udowodnili, ze a-defensyny wy-
twarzane przez komorki uktadu pokarmowego ssakow
biora udzial w utrzymaniu homeostazy jelitowej. W jeli-
cie cienkim cztowieka dochodzi do ekspresji genéw
kodujacych dwie a-defensyny: HD-5 i HD-6. Udo-
kumentowano silng korelacje pomiedzy poziomem
a-defensyn a rodzajem limfocytéw obecnych w jelitowe;j
tkance limfatycznej. Zachowanie rownowagi pomiedzy
dwoma typami komoérek T (helperowych i regulatoro-
wych) jest niezbedna do prawidiowej regulacji odpo-
wiedzi immunologicznej. W jej utrzymaniu biora udziat
defensyny [59].

De Leeuw i wsp. udowodnili, Ze defensyna
HNP-1 wykazuje mechanizm dzialania inny niz perme-
abilizacja blony komorkowej. Peptyd ten wiaze sie do
prekursora syntezy $ciany komorkowej, lipidu I, przez
co hamuje synteze $ciany komoérkowej patogenu. Nisz-
czenie w ten sposob komdrek bakteryjnych zalezy od
poziomu lipidu II. Obecno$¢ inhibitoréw syntezy $ciany
komorkowej, takich jak fosfomycyna, D-cykloseryna
lub bacitracyna, znaczaco obniza zdolnos¢ defensyny
HNP-1 do zabijania patogenéw. Mechanizm ten wyjas-
nia, dlaczego a-defensyny sa duzo bardziej skuteczne
wobec bakterii Gram-dodatnich niz defensyny [ [14].

2.1.2. Defensyny

Defensyny [, zbudowane 38-42 aminokwaséw, od-
kryto na poczatku lat dziewigédziesigtych ubiegtego
wieku. Peptydy te zidentyfikowano u bydta, owiec, kdz,
$win, ptakow (kur i indykow) i ludzi. Pierwszg p-defen-
syna odkryta u ssakow byt peptyd TAP (tracheal antymi-
crobial peptide) wyizolowany z bydlecej tkanki tchawicy
przez Diamonda w 1991 roku. Peptyd ten wykazywal wta-
$ciwodci bakteriobdjcze wobec Gram-ujemnych i Gram-
-dodatnich bakterii oraz wasciwosci przeciwgrzybicze
wobec drozdzakéw z rodzaju Candida [15]. U ludzi
pierwsza B-defensyne odkryto w 1995 roku (HBD-1).
Jej obecnos¢ stwierdzono w komoérkach nabtonkowych
tchawicy, oskrzeli, drég oddechowych, przyusznicy,
blony sluzowej policzkdw, jezyka i dzigset takze w jelicie
cienkim, trzustce, nerkach, prostacie, jadrach, pochwie,
macicy, jajowodach, fozysku i grasicy. Defensyna HBD-1
dziala przeciwko bakteriom Gram-ujemnym [3]. Obec-
nie znamy ok. 190 B-defensyn: 48 z nich to defensyny
ludzkie. Rozwigzano struktury dwunastu z nich.
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W sekwencjach aminokwasowych -defensyn wyste-
puje szes¢ reszt cysteinowych, ktorych polozenie jest
konserwowane. Oprocz nich wystepuje niewiele innych
konserwowanych reszt aminokwasowych: glicyna i glu-
tamina. W 4 p-defensynach (HBD-1-4) czlowieka odno-
towano wysoka zawarto$¢ kationowych reszt lizyny
i argininy, zgromadzonych w karboksyterminalnym frag-
mencie peptydu [52].

Rdzen B-defensyn jest zbudowany z trzech B-har-
monijek tworzacych antyréwnolegla -kartke. p-kartka
jest oflankowana a-helikalnym segmentem o zréznico-
wanej diugosci. Orientacja a-helisy wzgledem p-kartki
jest stabilizowana przez mostki disulfidowe. Z powodu
specyficznych polaczen pomiedzy resztami cysteino-
wymi B-defensyny zostaly uznane za oddzielng grupe
defensyn. Cze$¢ drugiej f-harmonijki, z konserwowa-
nym motywem Gly-X-Cys, formuje strukture zwang
B-wybrzuszeniem niezbedng dla prawidlowego zwijania
i formowania struktury natywnej ssaczych defensyn [82].

Defensyny [ formuja oligomeryczne struktury, ktére
odgrywaja znaczacy role w ich aktywnosci biologicz-
nej i funkcjonowaniu. Za pomocag metod krystalogra-
ficznych zaobserwowano tworzenie oktameréw przez
defensyne HBD-2. Oktamery tworzg cztery niekowa-
lencyjnie pofaczone dimery, stabilizowane przez inter-
akcje pomigdzy pierwszymi f-harmonijkami monome-
réw. Defensyna HBD-1 tworzy stabo polaczone ze sobg
dimery, stabilizowane przez mostki solne, podobnie jak
defensyna HBD-3, ktérej symetryczne dimery oprocz
mostkéw solnych sa stabilizowane przez wigzanie
hydrofobowe. Defensyna HBD-3 tworzy w roztworach
stabilne dimery. Jej aktywnos¢ przeciwbakteryjna jest
niezalezna od obecnosci soli, w odréznieniu od HBD-1,
ktorej aktywnos¢ zalezy od stezenia NaCl [4, 30].

B-defensyny wykazuja rozne spektrum dziatania,
najczesciej jednak wykazujg aktywnos¢ przeciwko bak-
teriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym oraz droz-
dzakom. Np. defensyna bydleca TAP jest aktywna
wobec takich gatunkéw bakterii jak E. coli, Pseudomo-
nas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, S. aureus, oraz
drozdzakow: C. albicans i C.tropicalis a jej minimalne
stezenie hamujace wynosi 6-125 ug/ml w zaleznosci od
drobnoustroju. Podobnie inne defensyny moga wyka-
zywaé aktywnos¢ wobec wielu drobnoustrojow, jednak
niektore wykazuja przeciwbakteryjne dzialanie w niz-
szym stezeniu a inne dopiero wtedy, gdy ich stezenie
jest odpowiednio wysokie [45].

Badania dotyczace ludzkich defensyn B udoku-
mentowaly, ze peptydy te wykazuja wicksza aktywnos$¢
wobec patogenéw tlenowych niz wobec beztlenowych
[36]. Niektére badania wykazaly réwniez potencjalng
przeciwbakteryjng aktywno$¢ syntetycznej defensyny
HBD-4 wobec Burkholderia cepacia, bakterii opornej na
dzialanie innych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
i antybiotykow.
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2.1.3. Defensyny 0

Defensyny 0 sg najpdzniej poznang grupg defensyn.
Pierwszg defensyne z tej grupy, RT'D1 (rhesus theta-defen-
sin), obecng w leukocytach i monocytach rezusa (Rhesus
macaque), opisal zespot Selsteda w1999 roku [71].
Nieco pdzniej wykryto u rezusa obecnos¢ dwoch kolej-
nych defensyn — RTD-1 i RTD-2. Defensyny RTD-1,
-2 i -3 wykazujg aktywnos¢ przeciwbakteryjng, przeciw-
grzybiczg oraz przeciwwirusows. Peptydy te majg kolistg
strukture, powstajaca przez polaczenie dwdch 9-amino-
kwasowych sekwencji pochodzacych z prekursoréw
0-defensyn. Buduja je dwie antyréwnolegte P-kartki
polaczone dwoma petlami a. Defensyny 0 wykazuja
aktywnos¢ w obecnosci NaCl, dwuwartosciowych jondw
oraz osocza, w odroznieniu od defensyn a i 3 [73].

Nguyen iwsp. prowadzili badania filogenetyczne,
ktore ujawnity, ze geny 6-defensyn wystepuja u innych
malp Starego Swiata oraz u dwoch malp czlekoksztalt-
nych (gibon i orangutan). U ludzi, szympansow i goryli
wystepuje pseudogen, ktorego prekursor mRNA zawiera
przedwczesny kodon ,stop” w sekwencji sygnalowej,
przez co nie dochodzi do jego translacji [47].

Defensyny 0 sa rowniez wytwarzane przez pawiana.
Pie¢ tych defensyn zostalo wyizolowanych i oczyszczo-
nych (BTD1-5, babon theta-defensin). Analizy RT-PCR
mRNA pochodzacego ze szpiku kostnego pawiana
wykazaly obecnos¢ trzech (u Papio Anubis) i czterech
(u Theropitecus gelada) prekursoréw mRNA. Defen-
syny O pawiana wykazaly aktywno$¢ wobec bakterii
Gram-ujemnych, Gram-dodatnich oraz drozdzy [23].

Zespol Stegemanna wyizolowal dwie 0-defen-
syny (PhTD-1, -3, papio hamadrys theta-defensin) z leu-
kocytéw pawiana plaszczowego (Papio hamadrys). Defen-
syny te maja strukture takg sama jak inne defensyny 6.
Wykazuja aktywno$¢ w stosunku do bakterii takich
jak Listeria monocytogenes, metycylinooporne szczepy
S. aureus, E. coli oraz drozdzakow C. albicans [69].

2.1.4. Defensyny bezkregowcow

Defensyny bezkregowcdw, wyizolowane z komorek
nicieni, stawonogéw i mieczakow, pelnig kluczowa
role w odpornosci tych organizmow. Peptydy te sg zbu-
dowane z 38-45 reszt aminokwasowych, jednak sekwen-
cja aminokwasowa defensyn u réznych gatunkow jest
odmienna. Obecnie znamy okolo 170 defensyn bez-
kregowcow.

Peptydy te wytwarzane sg przez komorki tlusz-
czowe oraz komorki krwi — trombocyty. W struktu-
rze trzeciorzedowej zawieraja a-helise pofaczona petla
z antyréwnolegta B-kartka. U wiekszosci bezkregow-
cow struktura trzeciorzedowa defensyn jest stabili-
zowana przez trzy mostki disulfidowe, jednak w nie-
ktérych wystepuja cztery mostki, np. w defensynie
MGD1 wyizolowanej z Mytilus galloprovincialis oraz
drozomycynie wyizolowanej z Drosophilla melanogaster.
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Duza zmienno$¢ sekwencji aminokwasowej defen-
syn bezkregowcow wynika z réznorodnosci sekwencji
aminokwasowej ich prekursoréw oraz struktury intro-
néw i eksondéw. Ta wielka réznorodnos¢ jest skutkiem
zmian defensyn w procesie ewolucji — wraz z ewolucja
bezkregowcow ewoluowaly defensyny przez nie produ-
kowane [58].

Hemolimfa owadéw nabywa wlasciwosci przeciw-
drobnoustrojowych po zranieniu owada lub penetracji
przez drobnoustroje. Defensyny owadzie sa duza grupa
peptydow odnajdywang w hemolimfie réznych gatun-
kéow owadow. Wiekszos¢ defensyn owadzich ma aktyw-
nos¢ przeciwbakteryjng wobec bakterii gramdodatnich.
Do zahamowania wzrostu tych bakterii dochodzi juz
w niskim stezeniu defensyn (1-100 pg/ml). Gram-
-ujemne bakterie, drozdzaki i grzyby strzepkowe sa
mniej wrazliwe na ich dziatanie. Zidentyfikowano takze
kilka defensyn o wlasciwosciach przeciwgrzybiczych:
termicyna z Pseudacanthotermes spiniger, drozomycyna
z D. melanogaster, heliomycyna z Heliothis verescens oraz
gallerimycyna z larwy Galleria mellonella [2].

2.1.5. Defensyny roélinne

Defensyny roslinne sg matymi peptydami, zbudo-
wanymi z 45-54 reszt aminokwasowych, zawieraja-
cymi charakterystyczny wzoér zwinigcia stabilizowany
czterema mostkami disulfidowymi. Pierwsza roélinna
defensyna, y-tionina, zostala wyizolowana z ziaren psze-
nicy i jeczmienia w 1990 roku. Podobienstwo struktury
y-tioniny do defensyn ssaczych i owadzich pozwolito
zaklasyfikowac ten peptyd do rodziny defensyn [11].

Struktura defensyn roslinnych jest podobna do
struktur trzeciorzedowych ssaczych p-defensyn i defen-
syn owadow - struktura -kartki potgczona réwnolegle
z a-helisg.

W genomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano
13 genow potencjalnie kodujacych defensyny. Okazalo
sie, ze wytwarzane jest tylko 11 peptydéw. Dwa do-
datkowe geny koduja biatka o dlugosci 122 i 129 ami-
nokwasow, ktérych karboksyterminalne domeny wy-
kazuja obecnos¢ konserwowanego wzoru reszt cys-
teinowych charakterystycznego dla wszystkich roslin-
nych defensyn. Prawdopodobnie biatka te sg biatkami
fuzyjnymi [72].

Wiekszo$¢ defensyn roslinnych hamuje wzrost wielu
rodzajow grzybow, a niektdre réwniez wykazuja aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjng. W odrdznieniu do defensyn
bezkregowcdw i ssakow, defensyny roélinne nie oddzia-
tuja bezposrednio z fosfolipidami btony komdrkowe;.
Ich dziatanie opiera si¢ gléwnie na modulowaniu ste-
zenia jednowartosciowych i dwuwartosciowych katio-
néw we wnetrzu komorki. Przeciwgrzybicza aktywnosé
wykazujg defensyny wyizolowane z dalii, rzodkiewki,
zurawki, groszku i lucerny [8].
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2.2. Biosynteza defensyn

Dzieki sklonowaniu cDNA przedstawicieli wszyst-
kich klas ludzkich defensyn wykazano, ze wszystkie
ich typy sa syntetyzowane w postaci prepropeptydéw,
w ktorych sktad wchodzg: sekwencja sygnalna, sekwen-
cja aminokwasowa propeptydu oraz sekwencja amino-
kwasowa kodujaca dojrzate biatko.

Defensyny a sa produkowane w postaci prepropep-
tydu zbudowanego z 90-100 reszt aminokwasowych,
w ktorego sklad wchodza: prekursor aminokwasowy
zawierajacy w N-terminalnym fragmencie okoto 19-ami-
nokwasowg sekwencje sygnalng, ok. 5-aminokwasowy
anionowy propeptyd oraz ok. 30-aminokwasows, C-ter-
minalng, kationowg sekwencj¢ aminokwasowg kodujaca
dojrzaty peptyd [13]. Biosynteza defensyn a ma miejsce
w szpiku kostnym oraz w neutrofilowych komoérkach
prekursorowych. Dojrzale neutrofile kraza w krwi w po-
szukiwaniu odpowiedniej tkanki; w tym czasie nie za-
chodzi jeszcze synteza nowych defensyn. Podczas syntezy
defensyn w komoérkach szpiku kostnego, sekwencja sygna-
fowa jest szybko usuwana, ale pdzniejsze procesowanie
proteolityczne prepropeptydu do dojrzalej defensyny
zajmuje wiele godzin, a koficowe proteolityczne roz-
szczepienie ma miejsce juz w dojrzalych granulach [75].

Struktura prekursora defensyn { jest prostsza. Pre-
kursor jest zbudowany z aminokwasowej sekwencji
sygnalnej, krétkiego propeptydu (moze w ogéle nie by¢
propeptydu) i C-terminalnej sekwencji aminokwasowej
dojrzatej defensyny. Ich procesowanie rowniez polega na
obrobce proteolitycznej [20].

W biosyntezie defensyn 0 biorg udzial dwa prepro-
petydy. W ich sktad wchodzg aminokwasowe sekwencje
sygnalne, sekwencja aminokwasowa propeptydu oraz
dojrzalej defensyny. Prepropeptydy sa zbudowane z ok.
90 aminokwasdw, natomiast dojrzaly peptyd, po obrobce
proteolitycznej, z 9 aminokwaséw. Podczas procesowa-
nia dochodzi do pofaczenia C-terminalnych domen,
w wyniku czego powstaje 18-aminokwasowy peptyd [71].

Analiza sekwencji aminokwasowych najbardziej
powszechnych defensyn, wydedukowana z sekwencji
nukleotydowej ich cDNA, wykazuje charakterystyczny
rozklad aminokwaséw — ujemny tadunek sekwencji
aminokwasowej propeptydu neutralizuje dodatni tadu-
nek sekwencji aminokwasowej dojrzalego peptydu. Ta
obserwacja sugeruje, ze propeptyd oddzialuje z dojrza-
tym peptydem podczas biosyntezy defensyn, utatwiajac
proces zwijania biatka oraz zapobiegajac nieprawidto-
wym interakcjom z innymi biatkami [44].

2.3. Struktura genetyczna i regulacja ekspresji
genow kodujacych defensyny

Geny kodujace defensyny charakteryzuja si¢ bardzo
réznorodna strukturg genetyczng i wieloma sposobami
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regulacji kodujacych je genéw. Te wyizolowane ze szpiku
zawieraja trzy eksony, natomiast geny kodujace defen-
syny wystepujace w komorkach Panetha zawieraja dwa
eksony. Fragment 5 gendw, nie podlegajacy translacji,
oraz fragment kodujacy sekwencje sygnalng sa silnie
konserwowane.

W obu grupach, propeptyd i dojrzata czes¢ defensyn
s3 kodowane przez oddzielne eksony. Taka organizacja
genetyczna moze sprzyjac rekombinacji pomiedzy frag-
mentem kodujagcym propeptyd i fragmentem koduja-
cym dojrzalg defensyne, co skutkuje powstawaniem roz-
nych peptydéw w tych samych przedzialach komorki.
Zmiennos$¢ peptydow moze by¢ tez wynikiem réznej
obrébki potranslacyjnej, co prowadzi do powstawa-
nia peptyddéw o réznym skladzie aminokwasowym na
N-koncu. Wszystkie geny kodujace klasyczne defensyny
sg zlokalizowane na chromosomie 8 [75].

W genomie cztowieka odnaleziono okoto 40-stu re-
gionéw potencjalnie kodujacych B-defensyny. Z powodu
wysokiej czesto$ci zachodzenia procesu duplikacji genow
w skupiskach gendéw kodujgcych B-defensyny, mozemy
podejrzewad, ze liczba tych gendw jest nawet wyzsza.
Niektore ze zidentyfikowanych genéw to pseudogeny
zawierajgce w mRNA przedwczesny kodon ,,stop”. Geny
kodujgce p-defensyny znajdujg sie na réznych chromo-
somach: 8, 6, 20 [61]. Geny kodujace ludzkie f-defensyny
maja podobng strukture genetyczng. Zawieraja dwa
eksony i jeden intron. Jedynym wyjatkiem jest gen kodu-
jacy defensyne HBD-1, ktéry zawiera trzy eksony i dwa
introny. Pierwszy ekson koduje hydrofobowa sekwencje
sygnalng a w drugim zawarte sa informacje o sekwencji
aminokwasowej dojrzalego biatka poprzedzonego krot-
kim, anionowym propeptydem. Potranslacyjna obrobka
obejmuje proteolityczne wycigcie sekwencji sygnalnej
przez enzym elastaze lub proteinaze a nastepnie usu-
niecie N-koncowego propeptydu [74].

Regulacja ekspresji genow kodujacych p-defensyny
jest bardzo skomplikowana. Ekspresja defensyny HBD-1
moze by¢ konstytutywna lub indukowana obecnos-
cig lipopolisacharydu (LPS) lub interferonu gamma
(IFN-y) [16].

Poziom ekspresji gendéw kodujacych defensyne
HBD-2 w jelicie jest duzo nizszy niz genéw kodujacych
defensyne HBD-1, co sugeruje, ze regulacja ekspresji
musi przebiega¢ inaczej. Ekspresja hBD-2 jest stymu-
lowana przez interleukine la (IL-1a), interleukine 1§
(IL-1B), czynnik nekrozy nowotworéw (TNF-a), izo-
leucyne, 1,25-dihydroksywitamine D, lipopolisacharyd
oraz niektére Gram-ujemne bakterie [16]. Transformu-
jacy czynnik wzrostu B1 (TGF-B1) réwniez stymuluje
transkrypcje i ekspresje hBD-2, ale tylko w komor-
kach naczyn $rédbtonka naczyniowego. W komodrkach
nablonkowych jamy ustnej nie zaobserwowano stymu-
lacji ekspresji genéw kodujacych ta defensyne przez
czynnik TGF-f1 [38]. Udowodniono réwniez, ze eks-
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presja hBD-2 w limfocytach B moze by¢ indukowana
przez DNA zawierajacy motywy CpG. DNA, zawierajacy
nie zmetylowane dinukleotydy cytozyny i guaniny, sty-
muluje ekspresje hBD-2 w komoérkach nablonkowych
ukladu oddechowego [28]. Indukcja ekspresji genow
kodujacych defensyny moze réwniez zachodzi¢ po
pobudzeniu receptoréw TLR, ktdre rozpoznajg tzw.
wzorce molekularne mikroorganizméw patogennych
takie jak np. LPS, flagelline czy lipoproteidy. Stymula-
cja TLR4 indukuje ekspresje hBD-2 w odpowiedzi na
infekcje Chlamydia pneumoniae [9].

Podobnie regulowana jest ekspresja genu kodujacego
defensyne HBD-3, cho¢ zaobserwowano wplyw na ten
proces takze transformowanego czynnika wzrostu o
(TGF-a) oraz podobnego do insuliny czynnika wzrostu
1 (IGF-1) [66]. Ekspresje hBD-3 w keratynocytach sty-
muluje histamina. Defensyna HBD-3 wigze si¢ z recep-
torami na powierzchni komorek tucznych i wptywa na
ich chemotaksje i degranulacje, co w rezultacie prowadzi
do uwolnienia histaminy. Uwolniona histamina akty-
wuje syntez¢ HBD-3 poprzez oddzialywanie z recepto-
rem H1 obecnym na powierzchni keratynocytow [33].
Poznane czynniki regulujace ekspresje genéw kodu-
jacych defensyne HBD-4 sg podobne do czynnikow
wymienionych w przypadku hBD-2 i hBD-3 [66].

2.4. Interakcje defensyn z blong komérkowa patogenu

Wszystkie defensyny maja zdolnos¢ do zabijania lub
inaktywowania okreslonych gatunkéw bakterii, wiru-
soéw, grzybow lub pasozytéw i sa uwazane za gléwne
efektory odpornos$ci wrodzonej organizmu. Do niszcza-
cego dzialania defensyn dochodzi w wakuolach fago-
cytow, na powierzchni skory i w komoérkach nabton-
kowych, gdzie panuje niska sila jonowa. Selektywnos¢
dzialania peptyddw jest uzalezniona od réznic w budo-
wie blony komérkowej patogenow [83].

Celem przeciwbakteryjnego dzialania defensyn jest
blona komoérkowa patogenow. Peptydy te oddzialuja
elektrostatycznie z btong poprzez interakcje z ujemnie
natadowanymi lipidami lub/i oddzialywanie defensyn
jest determinowane przez potencjal transmembranowy
blony. Jej struktura rozni si¢ od bogatych w fosfatydy-
locholine cytoplazmatycznych blon eukariotycznych
i dzigki temu defensyny selektywnie dzialaja tylko na
blony komoérkowe bakterii [79]. Wielu interesujacych
informacji dotyczacych oddzialywan defensyn z blong
komoérkowa dostarczyly eksperymenty wykorzystujace
sztucznie stworzone modele blon komoérkowych lub
pecherzyki lipidowe.

Kagan iwsp. analizowali oddzialywania kroliczej
defensyny NP-1 i ludzkiej HNP-1 wykorzystujac dwu-
warstwowg blone zbudowang z lipidowej mieszaniny
zawierajacej w réznych ilo$ciach czasteczki fostatydyle-
tanoloaminy, fosfatydylocholiny oraz fosfatydyloseryny.
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Udokumentowano, ze wydajnos¢ permeabilizacji blony
przez defensyny zalezy od jej skladu chemicznego [37].

Stosujac jako model badawczy male jednowarstwowe
pecherzyki lipidowe zbudowane z mieszaniny dipalmi-
tylofosfocholiny i dioleilofosfatydyloseryny analizowano
interakcje z btong a-defensyn (NP-2 i HNP-1). Wyka-
zano, ze badane peptydy powoduja fuzje i lize pecherzy-
kéw na drodze oddziatywan zaréwno elektrostatycznych
jak i hydrofobowych. Udokumentowano takze, zgodnie
z poprzednio poczynionymi obserwacjami, ze defensyny
o zredukowanych wigzaniach dwusiarczkowych nie
wykazuja petnej aktywnosci [19, 51].

Wimley iwsp. badali interakcje defensyny ludz-
kiej HNP-2 z duzymi jednowarstwowymi pecherzykami
lipidowymi zbudowanymi z ujemnie naladowanego
lipidu palmitylooleilofosfatydyloglicerolu. Udowodnili
oni, ze defensyna ta tworzy pierscieniowe pory uformo-
wane w heksamer. Zaréwno natywna, jak i zredukowana
forma HNP-2 powoduje przeciekanie blony prowadzace
do $mierci komorki, jednak mechanizm dzialania obu
tych form nieco si¢ rézni i jest zalezny od stezenia dime-
réw peptydu wbudowanych w bione [81].

2.5. Modulacja dzialania ukladu immunologicznego
przez defensyny

Defensyny odgrywaja istotng role zaréwno we wro-
dzonej, jak i nabytej odpornos$ci organizmu. We wro-
dzonej odpornosci peptydy te gldwnie pelnig role czas-
teczek efektorowych, natomiast w odpornosci nabytej
przyczyniaja si¢ do regulacji odpowiedzi immunologicz-
nej w odpowiedzi na inwazje patogendéw.

Defensyny a i p wywieraja wplyw na odpornos¢ wro-
dzong. Ludzkie neutrofilne defensyny o wprowadzone
do mysich makrofagéw podwyzszajg ich zdolnos¢ do
fagocytozy [32]. Defensyny a cztowieka, krdlika i $winki
morskiej oraz defensyny [ indukujg aktywacje i degra-
nulacje komorek tucznych, co prowadzi do uwolnie-
nia histaminy i prostaglandyny D,, ktére s3 mediato-
rami stanu zapalnego [48]. HNP-1, -2 i -3 stymulujg
komorki tkanki nabtonkowej oskrzeli do transkrypcji
gendw interleukiny 8 (IL-8), aktywujacej neutrofile [77].
Ludzkie defensyny a moga zwieksza¢ poziom produkeji
czynnika nekrozy nowotworéw (TNF) i interleukiny-1
(IL-1) oraz obniza¢ poziom produkcji interleukiny 10
(IL-10), ktora jest czynnikiem przeciwzapalnym, efektyw-
nie limitujacym produkcje czynnikéw prozapalnych [10].

Defensyna HBD-3 wywoluje odwrotny efekt — dziata
przeciwzapalnie. Dowiedziono, ze w obecnosci LPS,
HBD-3 efektywnie hamuje akumulacje czynnikéw
prozapalnych TNF-a i IL-6 w osoczu. Przeciwzapalny
efekt dzialania HBD-3 nie jest zalezny od IL-10 oraz
od poziomu cAMP, waznego czynnika kontrolujacego
uklad immunologiczny. Zaréwno cAMP jak i HBD-3
obnizajg poziom czynnika TNF-a w komorce, ale obec-
no$¢ HBD-3 hamuje dzialanie cAMP, co sugeruje, ze
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cAMP i HBD-3 dzialajg na zasadzie dwdch réznych
mechanizméw. Obnizanie poziomu czynnika TNF-a
w osoczu, indukowanego obecnoscig LPS, przez HBD-3
wskazuje, ze HBD-3 moze by¢ waznym czynnikiem
kontrolujacym proces zapalny i szok septyczny [63].
Co wigcej, defensyny wzmacniajg lub tlumig aktywacje
klasycznej $ciezki ukladu dopelnicza [76].

Defensyny jelitowe, HD-5 i HD-6, wytwarzane przez
komorki Panetha w jelicie cienkim, odgrywaja istotng
role w zwalczaniu infekcji jelitowych. Znokautowane
myszy z inaktywowanym genem kodujacym matryli-
zyne, metaloproteaze przeksztalcajacg nieaktywne formy
defensyn wytwarzanych przez te komorki do form
aktywnych, byly duzo bardziej wrazliwe na zakazenia
bakteryjne i szybciej umieraly po infekcji Salmonella
enterica sv. Typhimurium. Utwierdza to w przekona-
niu, ze a-defensyny petnia wazng role w ochronie przed
jelitowymi patogenami.

Defensyny HD-5 i HD-6 hamuja rozwdj choroby
Le$niowskiego-Crohna - choroby zapalnej jelita. Uwal-
nianie defensyn z komérek Panetha jest stymulowane
obecnoscia glikolipidéw $cian komoérkowych bakterii
[70]. U pacjentéw ze stanem zapalnym koncowej czesci
jelita cienkiego - jelita kretego, wykazano duzo nizszy
poziom defensyn HD-5 i HD-6.

Defensyny a dzialaja chemotaktycznie na niedoj-
rzale komorki dendrytyczne, niedojrzate limfocyty T
oraz limfocyty T CD8. Natomiast defensyny { sa bar-
dziej selektywne i dziataja chemotaktycznie wylacznie
na komorki posiadajace receptor CCR6, odpowiedzialny
za chemotaksj¢ chemokiny prozapalnej makrofagéw
- biatka 3a (MIP-3a, macrophage inflammatory protein)
oraz defensyn P [49].

2.6. Mechanizmy opornosci bakterii na defensyny

Réznorodno$¢ defensyn produkowanych przez wiele
ewolucyjnie odleglych organizméw utrudnia pato-
genom ochrone przed nimi. Drobnoustroje wyksztal-
city wiele mechanizméw opornosci, pozwalajacych im
unikng¢ destrukcyjnej dziatalnosci niektorych prze-
ciwbakteryjnych peptydéw. Do tych strategii nalezy
unikanie wigzania i wbudowywania peptydu w blong
oraz zmiany przepuszczalnosci blony cytoplazmatycz-
nej. Najcze$ciej stosowang strategia jest zmiana struktur
oston komérkowych.

Jednym z mechanizméw opornosci wyksztalconych
przez bakterie jest zamiana anionowych skladnikéw
$ciany komorkowej na skladniki kationowe. Takiej
strategii uzywa Gram-dodatni gronkowiec, S. aureus.
Ujemny tadunek w $cianie komérkowej wytworzony
przez kwasy tejchojowe jest modyfikowany przez
wbudowywanie do oston komoérkowych D-alaniny
transportowanej z cytoplazmy, przez produkty genéw
operonu dit. Inaktywacja operonu dlt skutkuje zwigk-
szeniem wrazliwosci S. aureus na defensyny [54]. Ope-
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ron dlt wystepuje réwniez w genomach innych Gram-
-dodatnich patogenéw np. Listeria monocytogenes [1]
i Streptococcus grupy B [56].

Estryfikacja kwasow tejchojowych takze powoduje
zmiang tadunku ujemnego na dodatni, przez dodanie
grup aminowych. S. aureus modyfikuje blone poprzez
wbudowanie L-lizyny do fosfatydyloglicerolu, dzigki
obecnosci genu mprF kodujacego syntaze lizylofosfa-
tydyloglicerolu (LPG), co réwniez skutkuje wzrostem
opornosci na defensyny [53].

Bakterie Gram-ujemne ,,bronig si¢” przed defensy-
nami poprzez modyfikacje zewnetrznej blony komor-
kowej. Modyfikacja ta polega na acylacji lipidu A
lipopolisacharydu lub na redukcji plynnosci blony
zewnetrznej wskutek oddziatywan hydrofobowych mig-
dzy wzrastajaca liczbg acylowanych czasteczek lipidu A.
W komorkach S. enterica genem odpowiedzialnym za
acylacje lipidu A jest gen pagP kodujacy transferaze
palmitynowa [27]. Jego homologami sa rcp, kodujacy
bialko Rep Legionella pneumophila [57] i htrB kodujacy
acylotransferaze Heamophilus influenzae [68]. S. ente-
rica sv. Typhimurium wyksztalcila réwniez inny sposéb
obrony przed dziataniem defensyn. Do fosforanowych
grup w lipidzie A przylaczane sg czasteczki arabinozy,
co redukuje oddzialywania elektrostatyczne pomiedzy
kationowymi peptydami a negatywnie naladowanymi
fosforanami [25]. Ten mechanizm opornosci wymaga
aktywnosci dwuskladnikowego systemu regulatorowego
PhoP-PhoQ. Dolgczanie czgsteczek arabinozy do grup
fosforanowych w lipidzie A jest rowniez strategiag obrony
przed defensynami Proteus mirabilis, bakterii powodu-
jacej infekcje drég moczowych. [42].

Dowiedziono réwniez, ze ,,niszczenie” blony komor-
kowej S. enterica sv. Typhimurium prowadzi do induk-
cji regulonu o*, kontrolujgcego ekspresje wielu genow,
miedzy innymi genéw zaangazowanych w mechanizmy
opornosci na defensyny [12].

Podobnie jest w przypadku bakterii Listeria monocy-
togenes i L. ivanovii — termoregulowany czynnik trans-
krypcyjny PrfA kontroluje ekspresje genow regulujacych
opornos¢ bakterii na defensyny. W temp. 37°C pato-
genne szczepy L. monocytogenes i L. ivanovii s3 oporne
na bakteriobdjcze dziatanie defensyn HD-1 i HD-2,
natomiast szczepy niepatogenne sg wrazliwe [39].

Mycobacterium marinum wytwarza specyficzne lipi-
dowe skladniki $ciany komdrkowej, wystepujace jedy-
nie u pratkéw - kwasy mikolowe . Ich wytwarzanie jest
zalezne miedzy innymi od obecnosci genu kasB (3-oxyl-
-(acyl carrier protein) synthase I). Badania wykorzystu-
jace mutageneze insercyjng wykazaly, ze mutanty z unie-
czynnionym genem kasB wykazujg wigksza wrazliwos¢
na defensyny [22].

W komorkach niektérych Gram-ujemnych bak-
terii oporno$¢ na defensyny zwiazana jest z obecnoscia
specyficznych bialek blony zewnetrznej. W komérkach
Yersinia enterocolitica opornos¢ warunkowana jest obec-
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noscig plazmidu pYVe, ktéry koduje migdzy innymi
wielofunkcyjna adhezyne A (YadA). Mutanty ze zno-
kautowanym genem kodujacym biatko YadA wykazuja
wyzsza wrazliwo$¢ na defensyny niz szczepy dzikie [78].

Inny rodzaj strategii wypracowanej przez mikro-
organizmy polega na wytwarzaniu polisacharydowych
otoczek. Przykladem moze by¢ wystepowanie otoczki
komorek Klebsiella pneumoniae, ktéra zapewnia bak-
terii oporno$¢ na defensyny HNP-1 oraz HBD-1 i -2.
Otoczka K. pneumoniae nie tylko chroni bakteri¢ przez
niszczacym dzialaniem peptydow, ale moze réwniez,
prawdopodobnie na drodze przekazywania sygnalu,
hamowac¢ ekspresje gendéw p-defensyn HBD-1 i -2
w komorkach nablonkowych ukladu oddechowego.
Mutanty ze znokautowanymi genami kodujacymi anty-
gen O lipopolisacharydu wykazywaty podobny poziom
opornosci jak dzikie patogeny, co utwierdza w przeko-
naniu, ze nie antygen O, a otoczka polisacharydowa ma
najwiekszy wplyw na opornos¢ K. pneumoniae. Bez-
otoczkowe mutanty indukujg wyzszy poziom indukcji
ekspresji B-defensyn niz typ dziki i sa na nie duzo bar-
dziej wrazliwe [46].

S. aureus wytwarza stafylokinaze, bialko aktywujace
plazminogen. Okazalo si¢, ze stafylokinaza réwniez
indukuje uwalnianie a-defensyn z leukocytow wielo-
jadrzastych. Stafylokinaza wiaze si¢ z a-defensynami, co
w konsekwencji prowadzi do zahamowania bakterioboj-
czego dziatania defensyn. Stafylokinaza z zablokowanym
miejscem wiazacym plazminogen zachowuje zdolno§¢
do neutralizacji dzialania defensyn, ale jedna mutacja
punktowa w stafylokinazie — zmiana lizyny na alanine
w pozycji 74, skutkuje obnizeniem opornosci o 50%
[35]. Streptococcus grupy A wykazuje podobny mecha-
nizm opornosci. Patogen ten wytwarza wielofunkcyjne
biatko M, ktére pokrywa powierzchnie komorki oraz
jest jednym z istotnych czynnikéw wirulencji. Biatko M
w obecnosci czynnikow przeciwbakteryjnych aktywuje
sekrecje biatka SIC (complement inhibitor protein) na
zewnagtrz komorki, ktore ma zdolnos¢ do wigzania sie
z a-defensynami i ich inaktywowania [18].

Kolejnym mechanizmem opornosci na defensyny s
pompy wyrzutowe (efflux pumps). H. influenzae wytwa-
rza bialka budujace pompe wyrzutowa o aktywnosci
zaleznej od stezenia jonéw K, dzieki ktorej mozliwe
jest aktywne usuwanie B-defensyn z komorki bakteryj-
nej, przy réwnoczesnym pobieraniu jonéw potasu do
jej wnetrza [41].

Wiele innych patogenéw réwniez posiada pompy wy-
rzutowe, ale zapewniajg one oporno$¢ na inne rodzaje
AMRP, np. Neisseria gonorrhoeae posiada zalezny od ener-
gii system wyrzutowy MtrCDE, ktory warunkuje opor-
no$¢ na protegryne-1 i ludzka katelicydyne LL-37 [65].

Patogeny moga tez modulowa¢ poziom ekspresji
genow kodujacych defensyny. Shigella flexneri, Gram-
-ujemny patogen powodujacy ci¢zkie zatrucia pokar-
mowe wplywa na poziom ekspresji genéw kodujgcych
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AMP. W komoérkach pobranych podczas biopsji odbyt-
niczej pacjentéw zarazonych ta bakterig stwierdzono
bardzo niski poziom defensyny HBD-1 i katelidycyny
LL-37. Sperandio i wsp. badali za pomocg techniki qRT-
-PCR (Quantitative Reverse Transcription — Polymerase
Chain Reaction) poziom ekspresji genéw kilku AMP
w dwdch réznych liniach komoérkowych zainfekowa-
nych dzikim i zmutowanym szczepem S. flexneri. Typ
dziki modulowat ekspresje gendéw kodujacych HBD-3
i LL-37, natomiast mutant z inaktywowanym genem
mxiE (gen kodujacy czynnik transkrypcyjny MxiE),
nie wplywal na ekspresje tych genéw. Biatka zalezne
od aktywatora MxiE s3 niezbedne dla procesu inwazji.
Aktywator transkrypcji MxiE posrednio wplywa na
transkrypcje genéw kodujacych defensyny — zalezne
od niego czasteczki efektorowe obnizaja poziom eks-
presji genéw kodujacych chemokiny, co prowadzi do
zablokowania rekrutacji komérek dendrytycznych do
zainfekowanego miejsca [67].

Mechanizmy opornosci bakterii na defensyny ksztal-
towaly sie¢ od milionow lat, dlatego istnieje tak wiele
strategii wykorzystywanych przez rézne gatunki bak-
terii. Niektére mikroorganizmy wyksztalcity kilka
mechanizmdw opornosci, dzieki czemu sg oporne na
kilka rodzajow peptydow. Jednak gdy poréwnamy szyb-
kos¢ pojawiania si¢ szczepow opornych na antybiotyki,
ktdre sa powszechnie stosowane od niecalych 100 lat do
szybko$ci pojawiania si¢ szczepdw opornych na defen-
syny, ktére istnieja od milionéw lat, mozemy stwierdzic,
ze oporno$¢ bakterii na dzialanie tych peptydow ksztal-
tuje si¢ bardzo powoli.

3. Podsumowanie

Bardzo wiele organizmow, odleglych ewolucyjnie,
wytwarza defensyny, jednak ich role odkryto stosunko-
wo niedawno, okoto 30 lat temu. Od tamtego momentu
rozpoczeto intensywne badania dotyczace ich struktury,
mechanizmu dzialania, biosyntezy, regulacji ekspresji
oraz czynnikow wplywajacych na ich aktywnos¢.

Defensyny sa peptydami o ogromnym potencjale,
ktory moze by¢ wykorzystany w niedalekiej przysztosci
w terapiach przeciwbakteryjnych, wykazujg bowiem nie
tylko bezposrednie, niszczgce dziatanie wobec drobno-
ustrojow, ale rowniez dziataja na komorki uktadu immu-
nologicznego, stymulujac lub hamujac ich aktywno$¢
i kontrolujac nabytg odpowiedz immunologiczna orga-
nizmu na infekcje. Trwaja badania kliniczne dotyczace
wielu defensyn. W 2005 roku dunska firma biotech-
nologiczna Novozymes oglosila sensacyjne odkrycie
pierwszego peptydu przeciw bakteryjnego, nazwanego
Plectasin, wystepujacego u grzyba, Pseudoplectania
nigrella 1 wykazujacego aktywnos¢ wobec wieloopor-
nych szczepéw bakterii Gram-dodatnich, m.in. wobec
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Streptococcus pneumoniae. Wykazano, ze zwigzek ten
stosowany w terapii zapalenia pluc spowodowanego
S. pneumoniae jest réownie skuteczny jak penicylina
i wankomycyna, a oprocz tego nie jest toksyczny [www.
drugdevelopment-technology.com]. Réwniez syntetycz-
nea defensyna, o sekwencji aminokwasowej identycz-
nej jak defensyna wytwarzana naturalnie przez klesz-
cze wykazuje wysoka aktywnos¢ antybakteryjng wobec
bakterii Gram-dodatnich i moze znalez¢ zastosowanie
terapeutyczne. Prowadzone sg tez liczne badania, cze-
sto z wynikami pozytywnymi, dotyczace zastosowania
defensyn w terapiach przeciwnowotworowych.
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