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Antybiotykooporno$¢ to rzeczywisty i niepozgdany element leczenia
stawiajgcy ciggte wyzwania w medycynie ludzi i zwierzat. Postep
medycyny, a w tym opracowywanie nowych antybiotykéw, znaczgco
przyczynit sie do zmniejszenia zachorowalnosci oraz umieralnosci,
spowodowanych infekcjami bakteryjnymi. Pojawienie sie
i rozpowszechnienie bakterii opornych na antybiotyki ograniczyto
postep w medycynie, poniewaz infekcje, ktére wczesniej dawaty sie

tatwo kontrolowad, stajg sie teraz coraz trudniejsze do wyleczenia.

Opornos$¢ na antybiotyki to problem europejski i ogdlnoswiatowy,
dotykajacy szeregu branz, takich jak medycyna, weterynaria, hodowla

zwierzat, rolnictwo, $rodowisko i handel.

Globalny charakter problemu skfonit instytucje miedzynarodowe takie
jak: Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) i Europejskie Centrum
ds. Zapobiegania i Kontroli Choréb (SCDS), do wydania powaznego
ostrzezenia. Ustalono priorytety, jakim sprostaé beda musiaty kraje
cztonkowskie Wspdlnoty Europejskiej. W rezolucji zatytutowanej
sEuropejska strategia walki z zagrozeniem mikrobiologicznym”
(1999/C195/01) stwierdza sie, ze skutecznej redukcji zjawiska
opornosci na antybiotyki nie da si¢ osiggng¢ z pomoca srodkéw
wprowadzanych na poziomie krajéw. Wymaga ona wspolnej strategii
i skoordynowanych dziatar na arenie miedzynarodowe;.

Zywno$¢ i bezposredni kontakt ze zwierzetami, stanowig jedna z drég
przenoszenia antybiotykoopornoéci z patogenéw zwierzecych na
patogeny ludzkie, a istotno$¢ tego typu zaleznosci pomiedzy
medycyna i weterynarig, ujeto w koncepcji ,One Health” [Jedno
Zdrowie]*.

W chwili obecnej w branzy weterynaryjnej rowniez pojawity sie niepokojgce
sygnaty.’ Opublikowane w 2007 i 2010 r. przez EFSA raporty wspolnie
stwierdzaja, ze niektére sposrdéd najpowszechniej wystepujgcych
u zwierzagt i w zywnosci bakterii zoonotycznych, wyksztatcity opornosé na
antybiotyki.

W szczegdlnosci zas, wielokrotnie stwierdzano oporno$¢ na ampicyline,
sulfonamid i tetracykliny u badanych bakterii. Wiele krajéw zgtaszato
réwniez oporno$¢ na fluorochinolony, makrolidy czy cefalosporyny trzeciej
generacji (czyli antybiotyki, ktére odgrywajg wazng role w leczeniu takze
ludzkich choréb®).

W ostatnich 10 latach znacznie wzrosta Swiadomos$é dotyczaca problemu
wykrywania opornych na antybiotyki bakterii u zwierzgt domowych jak
réwniez mozliwych skutkéw zdrowotnych dla ludzi. Mimo to problem
antybiotykoopornosci nie znika.

Dzieje sie tak przez wzrost ilosci przepisywanych zwierzetom antybiotykéw
w sytuacji, gdy nie zawsze jest to zasadne. Powyzsze zjawisko jeszcze
bardziej zwiekszyto ryzyko rozwoju opornosci na antybiotyki i mozliwe
miedzygatunkowe rozprzestrzenienie sie opornych szczepdw.

W zwigzku z powyzszym, pojawita sie pilna potrzeba wynalezienia nowych
substancji o dziataniu antybiotycznym. Podjeto znaczace wysitki, cho¢ nie
zawsze sg one zwienczone zadawalajgcymi wynikami, w poszukiwaniu
nowych zwigzkéw funkcjonalnych, ktére moga zosta¢ wykorzystane jako
alternatywa dla antybiotykéw, gdy te drugie nie sg koniecznie wymagane.
W dniu dzisiejszym najbardziej obiecujaca opcja jest rozwoj syntetycznych
peptyddéw antydrobnoustrojowych (AMP). Badania naukowe nad rozwojem
naturalnych peptydéw wykazaty ich wysokg skuteczno$¢ w szybkim
likwidowaniu mikroorganizméw chorobotwdrczych.



2. ICF: NASZE INICJATYWY

Od ponad dziesigciu lat nasze wysitki skupiaja sie na poszukiwaniu skutecznych i bezpiecznych zwigzkdéw, ktére mogtyby sta¢ sie niezawodng alternatywa dla
konwencjonalnych antybiotykéw. Badania te doprowadzity do syntezy peptydéw antydrobnoustrojowych, ktére sa nie tylko skuteczne, ale réwniez selektywne
ibezpieczne.

W zwigzku z tym dnia 28.10.2012 r. ztozyliémy wniosek o patent krajowy, a dnia 26.10.2015 r. zostat nam on przyznany z nr IT 1418804. Dnia 30.12.2013 r.
ztozyliSmy réwniez wniosek o ochrong miedzynarodowa nr WO2014102596. Dzieki temu nasze sekwencje cyklicznych peptydéw antydrobnoustrojowych
zostaty objete ochrong patentowa.

Osiagniete wyniki uzyskali$my dzieki wspdtpracy z wydziatami Medycyny Kliniczneji Eksperymentalnej oraz Nauk Medycznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu
w Parmie oraz ze Szpitalem Klinicznym w Parmie. Peptydy stworzono i wyselekcjonowano z uzyciem specjalnie zaprojektowanego oprogramowania
przesiewowego - Generatora Peptydéw Antydrobnoustrojowych o nazwie STAMP, opracowanego przez ARTA PEPTIDION S.r.l.s., Parma.

Na oprogramowanie sktadaja sie 4 moduty:

a Generator losowych peptydéw - modut tworzacy poszczegdline aminokwasy w liczbach catkowitych od 1 do 20 przez zastosowanie algorytmu
Mersenne Twister i generatora liczb pseudolosowych, opracowanego przez Makoto i Takuiji;

9 Pierwszy filtr przeptywowy - kontrolujacy kazdy wygenerowany losowy peptyd i eliminujgcy peptydy o nierokujacych sekwencjach;

9 Modut przesiewowy - gtéwny modut oprogramowania wykorzystujgcy odpowiedz 5 sieci neuronowych do wybrania potencjalnie
antydrobnoustrojowych peptydéw; na sieci neuronowe sktadajg sie 3 w petni potagczone warstwy (wejsécia-ukryta-wyjscia); na warstwe wejsciowg sktada
sie szereg funkcji, po jednej dla kazdego deskryptora (parametry fizykochemiczne lub strukturalne) uzytego do opisu charakterystyk eksperymentalnie
zweryfikowanych peptydéw antydrobnoustrojowych; warstwa ukryta zawiera szereg neuronéw w liczbie od potowy do dwukrotnosci ilosci uzytych
deskryptoréw;

e Drugi filtr przeptywowy - filtrujacy peptydy posiadajace potencjat antydrobnoustrojowy i na przyktad szacowana rozpuszczalno$¢ w wodzie powyzej
90%; oprogramowanie wybiera 1 peptyd antydrobnoustrojowy sposréd kazdych 10.000 wygenerowanych peptydéw.

Dzigki odpowiednim modyfikacjom filtréw i deskryptoréw, to wyjgtkowo elastyczne oprogramowanie pozwala na generowanie peptydéw o $cisle okreslonych
cechach chemicznych, fizycznych i strukturalnych. Peptydy te tworzone sa nie tylko przeciw ogdéinym kategoriom bakterii Gram(+) lub Gram(-), lecz takze
przeciw réznym grupom bakterii (np. S. aureus, MRSA, P, aeruginosa). Sposréd opatentowanych sekwencji peptydéw jeden wyréznia sie swoimi cechami
szczegdlnymiijednostkowymi.Nazwalismy go AMP2041.




Rys. Schemat peptydu AMP2041 w “petno-atomowej”

konfiguracji oraz w konfiguracji,,gruboziarnistej”.

NatozZenie na siebie obu tych konfiguracji pozwala na
redukcje ztozonosci peptydu w stosunku 4:1.

AMP2041 manastepujace cechy:

dziafanie antybakteryjne przeciw mikroorganizmom Gram(-) (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp.) i Gram(+) (Staphylococcus
aureuswrazliwy na metycyling oraz S. aureus oporny nanig— MRSA)",

skutecznos$é przeciwko Candida albicans oraz Malassezia pachydermatis,
wysoka rozpuszczalno$é w srodowisku wodnym (>95%) gwarantujgca tatwos¢ zastosowania w réznych recepturach’,
wysoka stabilnos¢ zapewniona przez obecno$¢ mostku dwusiarczkowego’,

niewrazliwosé na sol w stezeniach pozwalajgcych na skuteczne zastosowanie w réznych srodowiskach (skuteczno$¢ powyzej 90% w obecnosci
250 mM NaCl przeciw P.aeruginosai E. coli)’,

swoistos¢ dziatania na komorki priokariotyczne’,
szerokie spectrum dziatania na bakterie i grzyby’,
dziatanie synergiczne z antybiotykami konwencjonalnymi’.

dziatanie synergiczne z chlorheksydyna.

Szczegdlng cecha produkowanego przez ICF peptydu AMP2041 jest jego swoiste dziatanie, oparte na rozpoznawaniu réznic w tadunku oraz sktadzie bfon
wyzszych komorek eukariotycznych oraz komérek prokariotycznych i grzybow.

Btony komodrkowe bakterii zbudowane sg ze znacznej ilosci ujemnie natadowanych fosfolipidow, takich jak fosfatydyloseryna, fosfatydyloglicerol oraz
difosfatydyloglicerol. Btony komoérek eukariotycznych sktadajg sie z kolei ze sktadnikdw o neutralnym tadunku oraz fizjologicznym pH — fosfatydylocholiny,
sfingomieliny oraz cholesterolu, dzieki czemu nie sa ,atakowane” przez peptydy!

Dziatanie peptydu AMP2041 polega na zaburzeniu i destabilizacji blony komérkowej, co potwierdzono w badaniach:



Aktywnos¢ peptydu AMP204 1 nawewnetrznej i zewnetrznej blonie £, coliMLY35pYC

Do oceny kinetyki przepuszczalno$ci btony wykorzystano szczep E. coli MLY35pYC. Szczep ten, charakteryzujacy sie konstytutywna ekspresja beta-
galaktozydazy, utworzony zostat poprzez transformacje plazmidami kodujacymi peryplazmatyczng beta-laktamaze. Kinetyke reakcji oceniono poprzez
oznaczenie wartosci absorbancji przy diugosciach fali 600 nm dla ONPG (btony wewnetrznej) oraz 405 nm dla CENTA (btony zewnetrznej). Pomiaréw
dokonywano co 10 minut przeztaczny czas 120 minut.

100 CENTA (btona zewnetrzna)
080 osiagnigcie fazy stabilizacji po 40 minutach

% 060

§ faza szybkiej przepuszczalnosci btony zewnetrznej,

ktora jest zakorniczona w ciggu pierwszych 25 minut

020

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0
Czas (min)

Rys. W nastepstwie uszkodzenia zewnetrznej btony komdrkowej, peryplazmatyczna beta-laktamaza przerywa pierscien laktamowy CENTA, co skutkuje
pojawieniem sie zabarwienia mozliwego do detekcji przez spektrofotometr. Powstanie zabarwienia jest mozliwe dzigki zastosowaniu w buforze inkubacyjnym
chromogennego antybiotyku betalaktamowego, zwanego CENTA. Wzrost gestosci optycznej (nateZzenia barwy) jest proporcjonalny do liczby bakterii
z uszkodzonag btong zewnetrzna. Wykres uwidacznia dwa wyraZne etapy. Podczas pierwszych 20-25 minut nastepuje faza gwattownej przepuszczalnosci bton,
co wskazuje na silng aktywnosc¢ membranolityczna peptydu AMP2041. W kolejnym etapie dochodzi do osiagniecia fazy plateau w nastepstwie zmniejszenia sie
ilosci bakterii z nienaruszong btong, a zatem zahamowaniem dalszego wybarwiania.
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W nastegpstwie uszkodzenia wewnetrznej bfony komdrkowej, cytoplazmatyczna beta-galaktozydaza degraduje substrat do jego dwdch sktadowych, co skutkuje
pojawieniem sie zabarwienia mozliwego do detekcji przez spektrofotometr. Powstanie zabarwienia jest mozliwe dzigki zastosowaniu w buforze inkubacyjnym
ONPG, chromogennego substratu ztoZzonego z jednej czasteczki nitrofenolu oraz jednej czasteczki galaktozy. Wzrost gestosci optycznej (natezenia barwy) jest
proporcjonalny do liczby bakterii z uszkodzong bfong wewnetrzna.

Wykres uwidacznia dwa wyraZne etapy. Podczas pierwszych 20-25 minut nastepuje faza gwattownej przepuszczalnosci bfon, co wskazuje na silng aktywnos¢
membranolityczng peptydu AMP2041. W kolejnym etapie dochodzi do osiggnigcia fazy plateau w nastgpstwie zmniejszenia sig ilosci bakterii z nienaruszong
btong, a zatem zahamowaniem dalszego wybarwiania.




Kolejny test kinetyki przepuszczalnosci btony wykonano z zastosowaniem cytofluorometru przeptywowego oraz pomiaru absorpcji jodku propidyny (Pl),
potwierdzajgc lityczng aktywnosé peptydu AMP2041 w stosunku do bton komérkowych bakterii.
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Rys. Obraz membranolitycznej aktywnosci peptydu AMP2041 uzyskany z uzyciem kontrastu w postaci jodku propidyny (Pl), ktdry nie przenika przez
nieuszkodzong btone. Po uszkodzeniu bfony jodek propidyny penetruje komarki i wigze sie z DNA. Po wzbudzeniu swiattem niebieskim, uszkodzone komorki
emituja jasna czerwona fluorescencje. Intensywnosc fluorescenciji jest proporcjonalna do ilosci kontrastu zwigzanego DNA. llustracja przedstawia pierwotne
uszkodzenie btony po 10 minutach inkubacji z peptydem AMP2041. Wraz z uplywem czasu uszkodzenia staja sie coraz bardziej widoczne az do maksimum

wysycenia osigganego po 25 minutach inkubacji. Membranolityczne dziatanie peptydu jest specyficzne dla szczepu.



Poznanie mechanizmu dziatania peptydu AMP2041 jest kluczowe dla zrozumienia mechanizmu jego interakcji z btonami bakterii. Interakcja pomiedzy
peptydem, a powierzchnig btony komodrkowej bakterii determinowana jest w pierwszej kolejnosci przez oddziatywania elektrostatyczne i hydrofobowe.
W dalszym etapie czasteczki AMP2041 tworza otwory w btonie komérkowej, co wiaze sie z redukcja jej gradientu protonowego. Skutkuje to wyptywem
czasteczek z cytoplazmy, zahamowaniem produkcji ATP oraz spowolnieniem proceséw metabolicznych komérki bakteryjnejaz do jej Smierci.

Niezwykle wazna role w dziataniu peptydu odgrywa sekwencja aminokwaséw. Zamiana ktéregokolwiek z aminokwaséw na inny moze znaczgco wptyna¢ na
efektywnos$é jego oddziatywania wzgledem bakterii. Aktywno$¢ andydrobnoustrojowa peptydu AMP2041 zostata potwierdzona w testach in vitro.
Charakteryzuje sie on réwniez doskonatym profilem bezpieczeristwa, co ocenione zostato réwnolegle w testach wykonanych in vitro na zwierzecych komérkach

epitelialnych.

Oceniono wigzanie powstajgce miedzy peptydem AMP2041 a btong komdrkowa bakterii z zastosowaniem obliczerh metodg dynamiki molekularnej. Proces ten
przeprowadzono z zastosowaniem modelu ,gruboziarnistego”, dzieki czemu zredukowano ztozono$¢ systemu i wydtuzono czas trwania symulaciji.

Ponizej przedstawiono model peptydu AMP2041 zaréwno w widoku ,petno-atomowym?” jak i ,gruboziarnistym”*

Rys. Badanie przeprowadzono z uzyciem oprogramowania symulacyjnego GROMACS v 5.02, wykorzystujagcym pole sitowe Martini do konwersji
»gruboziarnistosci”. System symulujacy btone wewnetrzng bakterii Gram(-) skfada sie z 11.272 czgsteczek wody, 301 atomdw sodu, 1.024 czgsteczek
fosfolipidow. Fosfolipidy to: POPE (palmitoilo-oleoilo-fosfatydylo-etanolo-amina) oraz POPG (palmitoilo-oleoilo-fosfatydylo-glicerol).



Na poczatku symulacji peptyd AMP2041 umieszczany jest rownolegle do btony. Nastepnie w wyniku oddziatywarn z btong, czasteczka zaczyna sie ,obracac”

przez pierwsze 500 ns symulacji. Po 30 ns AMP2041 wchodzi w styczno$¢ z btong komérkowg bakterii.

PO 30Ns

Rys. Badanie przeprowadzono z uzyciem oprogramowania symulacyjnego GROMACS v 5.02, wykorzystujacym pole sitowe Martini do konwersji

»gruboziarnistosci’.
System symulujacy bfone wewnetrzna bakterii Gram-ujemnych sktada sie z 11.272 czasteczek wody, 301 atomow sodu, 1.024 molekut fosfolipiddw. Fosfolipidy

to: POPE (palmitoilo-oleoilo-fosfatydylo-etanolo-amina) oraz POPG (palmitoilo-oleoilo-fosfatydylo-glicerol).
Obraz modelu btony (kule zielone/niebieskie), wody jako rozpuszczalnika (biate kropki) i peptydu (kule Zétte, mostek dwusiarczkowy zaznaczono na czerwono)

po 30 ns symulaciji. Peptyd zwigzany jest z blong i zorientowany réwnolegle do niej.

po 100ns

Rys. Obraz modelu btony (kule zielone/niebieskie) - wody jako rozpuszczalnika (biate kropki) i peptydu (kule Zotte, mostek dwusiarczkowy zaznaczono na

czerwono) po 100 ns symulacji. Peptyd zwigzany jest z btong. Mozna zaobserwowac ,obracanie sie” peptydu o kat okoto 25°.



PO 250ns

Rys. Obraz modelu bfony (kule zielone/niebieskie) - wody jako rozpuszczalnika (biate kropki) i peptydu (kule Zotte, mostek dwusiarczkowy zaznaczono na
czerwono) po 250 ns symulacji. Peptyd zwigzany jest z btong i zorientowany prostopadle do niej pod katem okoto 85°.

po 500ns

Rys. Obraz modelu btony (kule zielone/niebieskie) - wody jako rozpuszczalnika (biate kropki) i peptydu (kule Zotte, mostek dwusiarczkowy zaznaczono na
czerwono) po 500 ns symulacji. Peptyd zorientowany jest prostopadle do osi bfony.

Zdjecie bakterii pateczkowatych z widocznymi otworami
w bfonie komdrkowej spowodowanymi przez AMP2041.




4. PROFIL BEZPIECZENSTWA

Zakfadajac, ze cytolityczne i bakteriobojcze dziatanie stanowi ostateczny wynik potaczenia sig AMP2041 z btong komdrkowa, mozna zdecydowanie przyjac,
ze AMP2041 jest wigcej niz bezpiecznym peptydem.
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Rys. Metody hemolizy: bezposrednio po pobraniu erytrocyty traktowane heparyna poddano wirowaniu przez 15 minut. Nastepnie przeptukano je trzykrotnie
roztworem PBS, po czym zawieszono w 2% PBS z dodatkiem 308mM sacharozy. W dalszym etapie 50 ul zawiesiny erytrocytow inkubowano z 30 ul AMP2041
oroznych stezeniach (500;250; 100; 12,5 i 1 ug/ml) w temperaturze 37°C przez 60 minut.

Na koniec uwolnienie hemoglobiny z erytrocytow zmierzono spektrofotometrycznie przy dfugosci fali 450 nm. Jako probe pozytywna zastosowano 1% roztwor
Tween-20, zas do préby negatywnej uzyto 10mM buforu fosforanowego z dodatkiem 308 mM sacharozy (w celu zachowania osmotycznosci).




Wyniki badania wskazuja, ze AMP2041 jest peptydem bezpiecznym. Przy stezeniu 500 pg/ml hemoliza utrzymuije sie na poziomie ponizej 10%. Pierwszym
stezeniem peptydu, przy ktérym zaobserwowano hemolize byto 100 pg/ml, co odpowiada dawce 10mg/kg.

Bezpieczenstwo peptydu AMP2041 oceniono réwniez na prébkach sktadnikéw 3 gtéwnych tkanek: komérek srédbtonka (z ktérych zbudowane sa naczynia
krwionos$ne), fibroblastéw (nadajacych strukture tkankom) i komérek nabtonka (tworzacych tkanke nabtonkowa).

Wykres wyraznie wskazuje na selektywng zdolno$¢ AMP2041 do skutecznego wigzania sie z btonami komérkowymi bakterii (z redukcja ilosci komérek),
w odniesieniu do prébki kontrolnejw przedziale od 2 do 6%.
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Rys. Ocene cytotoksycznosci przeprowadzono za Gillies RJ iin."*

Komorki inkubowano z AMP2041 w stezeniu 100ug/ml przez dwie godziny w temperaturze 37°C. Nastepnie zakonserwowano komérki w 1% formaldehydzie
oraz zabarwiono 0,1% fioletem krystalicznym w PBS. Niezwigzany kontrast przemyto kilkukrotnie. Na koniec barwnik zwigzany z komérkami rozpuszczono
w 0,2% roztworze Triton-X w PBS. Intensywno$¢ wybarwienia roztworu, proporcjonalna do ilosci komérek, analizowano spektrofotometrem przy dtugosci fali
570 nm.




5. WNIOSKI

AMP2041 jest innowacyjna i skuteczng substancjg antydrobnoustrojowa, ktérej dziatanie polega na zaktéceniu i destabilizacji bton komérkowych zaréwno
bakterii Gram-dodatnich (E. coli, P. aeruginosa, Salmonella spp.), jak i Gram(-) (S. aureus wrazliwy na metycyling i oporny na nig — MRSA). Wykazuje rowniez
skuteczno$c¢ przeciwko komérkom grzybdw (C. albicans, M. pachydermatis).

Z niezliczonych testéw dotyczacych skutecznosci dziatania peptydu AMP2041 wynika, ze jest on:

®  swoisty dla komérek prokariotycznych,

®  synergiczny z konwencjonalnymi antybiotykami,

®  synergiczny z nabytym uktadem odpornosci,

®  niewywotujgacy opornosci bakterii,

®  bezpieczny.

Dzigki sumiennie przeprowadzonym badaniom ICF ztozyto pierwszy wniosek o patent krajowy dnia 28.12.2012 r., ktdry skutkowat otrzymaniem
dnia26.10.2015r. patentu nrIT 1418808. Kolejnym byt wniosek o patent miedzynarodowy o numerze WO2015102596 ztozony dnia 20.12.2013 .
Patenty te dotycza nie tylko AMP2041, lecz takze szeregu innych sekwencji cyklicznych peptydéw antydrobnoustrojowych.

Po raz kolejny ICF wnosi olbrzymi wktad w medycyne weterynaryjna, nie tylko w sposob teoretyczny, lecz takze w sposéb konkretny i praktyczny, w oparciu
o zademonstrowane fakty naukowe.

Wszystko to, by zaoferowaé lekarzom weterynarii petny zakres rozwigzan, stuzacy wspoétczesnej wizji zawodu poswieconego dobru pséw i kotow.

“those who think it is impossible, should not interrupt those who are doing it! » (A. Einstein)

Wiecej informagji:

GEULINCX POLAND Sp. z o.0.
ul. Wiatraczna 18,
72-004 Tanowo

tel.: +48 505 350 900
e-mail: biuro@geulincx.pl
www.geulincx.pl
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