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KATELICYDYNA - CO NOWEGO W LECZENIU RAN PRZEWLEKLYCH?

Cathelicidin — what’s new in the treatment of chronic wounds?

l Leczenie ran przewlektych jest duzym wyzwaniem klinicznym, organizacyjnym i ekonomicznym, dlatego tak istotne

jest poszukiwanie nowych rozwigzan, pozwalajacych na poprawe skutecznos$ci tej terapii. Zastosowanie podejscia
przyczynowego oraz wiasciwe miejscowe postepowanie z rang stwarzajg optymalne warunki jej gojenia. Czasami
jednak nawet leczenie zgodne z obowigzujgcymi standardami i z wykorzystaniem nowoczesnych opatrunkéw nie
daje oczekiwanych rezultatéw. Przyczyna tego stanu moze by¢ biofilm bakteryjny podtrzymujacy przewlekty stan
zapalny w tozysku rany. Trudnoséci w zwalczaniu biofilmu wynikaja m.in. z tego, ze drobnoustroje w tej postaci sa
bardziej odporne na dziatanie wiekszosci antybiotykow oraz zabezpieczone przed kontaktem z komdrkami uktadu
immunologicznego. Na szczescie nasz organizm dysponuje ciekawym elementem odpornosci nieswoistej — matymi
peptydami o wiasciwosciach bakteriobdjczych. Wyjatkowosc tych peptyddw polega na tym, Ze niektédre z nich poza
dziataniem przeciwbakteryjnym wykazuja réwniez szereg innych korzystnych wiasciwosci, ktére moga by¢ przydatne
w leczeniu ran przewlektych. Celem niniejszego opracowania jest przyblizenie czytelnikom jednego z takich wyjat-
kowych peptyddw — katelicydyny.
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ABSTRACT
Chronic wound treatment is a big clinical, logistic, and economic challenge. Therefore, the search for new solutions

to improve treatment effectiveness is crucial. Optimal conditions for wound healing may be achieved by a causative
approach and proper local treatment. However, sometimes even the standard of care procedures and the use of
advanced modern dressings cannot guarantee success. This may be due to the presence of a microbial biofilm that
sustains chronic inflammation of the wound bed. The main difficulties in biofilm eradication result not only from the
fact that bacteria in that form are more resistant to the majority of antibiotics, but also because they are protected
from contact with immunocompetent cells. Fortunately, our defence system exploits a curious component of innate
immunity: small antimicrobial peptides. The uniqueness of these peptides is due to the fact that, apart from their
main antimicrobial action, some of them may also reveal numerous other beneficial properties, which appear to be
useful in chronic wound treatment. The aim of this work is to present to the readers one of these unique peptides:
cathelicidin.
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ZAMIAST WSTEPU

Leczenie ran przewlektych, mimo dynamicznego
rozwoju wspotczesnej medycyny, wcigz nastrecza wie-
lu trudnosci. Zaréwno z punktu widzenia pojedynczego
pacjenta, jak i w skali makro, z perspektywy catego sys-
temu opieki zdrowotnej, stanowi duze wyzwanie klinicz-
ne, ale tez organizacyjne, spoteczne i ekonomiczne [1].

Dtugi czas leczenia oraz wysokie ryzyko nawrotéw sg
powaznym obcigzeniem i dla budzetu panistwa, i port-
fela samego pacjenta. Sktadaja sie na to nie tylko koszty
materiatéw opatrunkowych (w wiekszosci objetych re-
fundacja), lecz takze dtugotrwata absencja chorobowa
czy niejednokrotnie trwata niezdolno$¢ do podejmo-
wania aktywnosci zawodowej. W potaczeniu z wyklu-

Artykut jest dostepny na zasadzie dozwolonego uzytku osobistego. Dalsze rozpowszechnianie (w tym druk i umieszczanie w sieci)
jest zabronione i stanowi powazne naruszenie przepisdw prawa autorskiego oraz grozi sankcjami prawnymi.
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czeniem spotecznym czynniki te powaznie zwiekszaja
ryzyko depresji, dodatkowo pogarszajac i tak juz ztg
sytuacje zdrowotna pacjenta [2]. Dlatego tak istotne jest
poszukiwanie nowych rozwigzan, pozwalajacych na po-
prawe skutecznosci leczenia ran przewlektych, w szcze-
golnosci umozliwiajacych skrécenie czasu ich gojenia.

DLACZEGO RANY PRZEWLEKLE SIE NIE GOJA?
Zgodnie z definicja rana niewykazujaca tendencji
do gojenia, nawet pomimo prawidtowego jej leczenia,
okreslana jest jako trudno gojaca sie rana przewlekta
(hard-to-heal chronic wound). Jedna z mozliwych przy-
czyn braku postepu gojenia sg zaburzenia ukrwienia
tkanek, a zwtaszcza towarzyszace im zjawiska nie-
dokrwienia i reperfuzji, oraz generowane w ten sposéb
wolne rodniki, podtrzymujace przewlekty stan zapalny
[3, 4]. Dlatego tak waznym elementem leczenia rany
przewlektej jest poprawa jej ukrwienia — czy to rewa-
skularyzacja w krytycznym niedokrwieniu konczyny
albo zespole stopy cukrzycowej z niedokrwieniem, czy
tez redukcja nadcisnienia zylnego poprzez zabiego-
wa korekcje niewydolnosci uktadu powierzchownego
w owrzodzeniach zylnych goleni badz przez zastoso-
wanie kompresjoterapii [5]. Zgodnie z koncepcjg TIME
(tissue, infection/inflammation control, moisture balance,
epithelialization), chcac stworzy¢ optymalne warunki
do gojenia i zredukowac liczbe czynnikéw prozapal-
nych, nalezy zadba¢ o systematyczne usuwanie z rany
martwych tkanek. Aby utatwic proliferacje i migracje
komorek w regenerujacej tkance, powinno sie réwniez
zapewni¢ odpowiedniag temperature i wilgotnosc fozy-
ska rany [6]. Okazuje sie jednak, ze czasami nawet takie
postepowanie jest niewystarczajace, zwykle za sprawa
kolonizacji rany przez drobnoustroje, tzw. mikrobiom
rany, ktory stale podtrzymuje przewlekty stan zapalny
[7, 8]. Mimo ze wzrost mikroorganizméw pozostaje
pod wzglednga kontrolg uktadu odpornosciowego go-
spodarza, ich eradykacja jest zwykle niemozliwa ze
wzgledu na to, ze mikrobiom ran przewlektych najcze-
Sciej wystepuje w formacjach biofilmowych. Komérki
bakterii w biofilmie bronig sie przed leukocytami go-
spodarza, otaczajac sie $luzowa macierza, s rowniez
bardziej odporne na antybiotyki, m.in. dzieki wzajem-
nej komunikacji i wymianie genéw opornosci [8, 9].
W takiej postaci mikrobiom rany przypomina bardziej
wyspecjalizowana tkanke niz prymitywne formy plank-
toniczne, znane zwtaszcza ze starszych podrecznikéw
mikrobiologii. Na szczescie nawet w takiej sytuacji nasz
organizm dysponuje skutecznym narzedziem do wal-
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ki z biofilmem - s3 nim drobnoczasteczkowe peptydy
o aktywnosci bakteriobdjczej (antimicrobial peptides -
AMP) [10, 11].

NIE JESTESMY BEZBRONNI

Peptydy o wtasciwosciach bakteriobdjczych to
bardzo stary ewolucyjnie element odpornosci nie-
swoistej. Przyktady czasteczek o takiej aktywnosci sg
powszechne w Swiecie zwierzat - od owadodw az po
ssaki. Najwazniejsze z AMP odkrytych dotad u cztowie-
ka to katelicydyna, defenzyny i dermicydyna [11-13].
Wszystkie one, dzieki specyficznej budowie, tj. obecno-
$ci hydrofobowych reszt aminokwasowych, maja zdol-
nos¢ wnikania w btone komérkowa bakterii. Powoduja
w ten sposob zaburzenia w jej strukturze i funkgji, co
jest podstawa ich bezposredniego dziatania bakterio-
bojczego [15]. Ten prosty mechanizm dziatania utatwia
uzyskanie szerokiego spektrum aktywnosci przeciwko
ré6znym typom drobnoustrojéw — bakteriom, grzybom,
a nawet niektérym wirusom otoczkowym. Co istotne,
sposob dziatania AMP jest odporny na typowe me-
chanizmy antybiotykoopornosci [11-14]. Powszechne
i beztroskie naduzywanie klasycznych antybiotykéw
skutkuje narastajgcym problemem odpornosci na nie
coraz wiekszej liczby szczepdw bakteryjnych. Dlatego
peptydy bakteriobdjcze moga okazac sie naszg jedyna
bronig w walce z wcigz grozniejszymi,superbakteriami”.
Stad zapewne obserwowany w ostatnim czasie znaczny
wzrost zainteresowania tymi czgsteczkami oraz liczne
préby ich wykorzystania w praktyce klinicznej [14, 16].

Antybiotyki peptydowe, gtéwnie pochodzenia bak-
teryjnego, maja diuga tradycje stosowania m.in. w prze-
mysle spozywczym. Jednym z pierwszych jest odkryta
juz w latach 30. XX w. nizyna. Produkowana przez bak-
terie kwasu mlekowego - Lactococcus lacis - do dzi$
jest powszechnie uzywana w przemysle mleczarskim
jako konserwant o symbolu E234 [17]. Inne antybioty-
ki peptydowe od lat stosowane jako alternatywa dla
tradycyjnych antybiotykdéw w leczeniu zakazen bakte-
ryjnych to m.in. gramicydyny czy polimyksyny [14]. Ich
szersze uzycie ogranicza jednak wysoka toksycznos¢,
dlatego duze nadzieje wiaze sie z rekombinowanymi
ludzkimi peptydami przeciwbakteryjnymi, a szczegol-
nie jednym z nich — katelicydyna [16].

KATELICYDYNA (LL-37) - BRON UNIWERSALNA?
Gen dla ludzkiej katelicydyny (cathelicidin antimi-

crobial peptide — CAMP) jest zlokalizowany na krétkim

ramieniu 3 chromosomu (3p21) i koduje biatko prekur-
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sorowe o0 masie czasteczkowej 18 kDa (human catio-
nic antimicrobial protein 18 kDa - hCAP18). W wyniku
dziatania enzymow proteolitycznych (m.in. proteina-
zy 3 lub kalikreiny) czasteczka hCAP18 ulega fragmen-
tacji i powstaje ztozony z 37 aminokwaséw aktywny
peptyd (LL-37) o dziataniu bakteriobdjczym [16, 18].

Czasteczka LL-37, podobnie jak inne AMP, ma
w swojej strukturze liczne hydrofobowe reszty amino-
kwasowe utatwiajace jej interakcje z lipoproteinami
i fosfolipidami btony bakteryjnej. Dodatkowo kateli-
cydyna wykazuje whasciwosci polikationu i ma silny
dodatni tadunek elektryczny [14, 15]. Dzieki oddzia-
tywaniom elektrostatycznym fatwo przyczepia sie do
ujemnie natadowanych komoérek bakteryjnych, wyka-
zujac jednoczes$nie bardzo niskie powinowactwo do
bton komérkowych ssakéw, ktére maja staby dodatni
tadunek elektrostatyczny lub sg obojetne. Po zwigzaniu
z powierzchnia btony komérki bakteryjnej czasteczki
katelicydyny tacza sie w duze agregaty i zagtebiaja sie
w warstwe fosfolipidowa w procesie poréwnywanym
do tonacej tratwy (ryc. 1 A). W ten sposdb powstaja
pory btonowe przypominajace te tworzone przez per-
foryny (ryc. 1 B) badz odksztatcenia btony, co skutkuje
jej fragmentacjq z tworzeniem drobnych pecherzykow
(miceli), podobnie jak robia to detergenty (ryc. 1 C)
[14-16]. Proponowane modele interakcji katelicydyny
z lipoproteinami i fosfolipidami btony komorki bakteryj-
nej przedstawiono na schemacie (ryc. 1).

Szerokie spektrum przeciwbakteryjnej aktywnosci ka-
telicydyny dotyczy zaréwno bakterii Gram-dodatnich, jak

Katelicydyna — co nowego w leczeniu ran przewlektych?

i Gram-ujemnych, niezaleznie od ich antybiotykooporno-
$ci, a mechanizm jej dziatania polega na bezposrednim
uszkadzaniu bton komérkowych i lizie drobnoustrojow
- form planktonicznych oraz formacji biofilmowych
[10, 12]. Wykazano, ze LL-37 wywiera réwniez bezposred-
nie dziatanie grzybobdjcze wobec Aspergillus fumigatus
oraz hamuije replikacje HIV-1[19, 20].

Co ciekawe, okazuje sig, ze poza efektem bakterio-
boéjczym katelicydyna wykazuje szereg innych wiasci-
wosci, m.in. dziatanie immunomodulujace, reguluje
proces apoptozy, indukuje angiogeneze oraz stymuluje
proliferacje i migracje komérek [14, 16, 21, 22]. Mecha-
nizmy dziatania katelicydyny niezwigzane z jej bez-
posrednig aktywnoscia przeciwbakteryjng sg ztozone.
Wedtug danych doswiadczalnych przynajmniej czesc¢
wiasciwosci immunomodulujacych LL-37 moze wynikac
z jej interakcji z receptorami TLR (Toll-like receptors). Ka-
telicydyna wiaze i neutralizuje czasteczki bakteryjnych
lipopolisacharydéw (LPS) oraz kwasu lipotejchojowego
(LTA), bedacych ligandami dla receptora TLR4. W ten
sposodb LL-37 blokuje wigzanie LPS i LTA z receptorem
TLR. Dzieki temu moze regulowac reakcje zapalng, m.in.
aktywacje fagocytow czy produkcje cytokin prozapal-
nych [14, 16, 22, 23]. Inne proponowane mechanizmy
dziatania katelicydyny zakfadaja jej bezposrednia inte-
rakcje z receptorem dla formylowanych peptydéw bak-
teryjnych (formyl peptide receptor 1 — FPR-1), zwigzanym
z biatkiem G, czy receptorem dla naskérkowego czyn-
nika wzrostu (epidermal growth factor receptor - EGF-R),
wykazujacym aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Katelicy-
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RYC. 1. Modele bakteriobéjczego dziatania katelicydyny (LL-37). A) Mechanizm ,tonacej tratwy’, B) mechanizm tworzenia poréw
btonowych, C) mechanizm fragmentacji btony z tworzeniem miceli. Szczegétowe objasnienia w tekscie
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RYC. 2. Srednia redukcja powierzchni rany (zmiana po-
wierzchni w ciagu tygodnia wyrazona w procentach dla
4 podgrup, zaleznie od tempa gojenia: bardzo wolne/brak,
wolne, umiarkowane, szybkie) w zestawieniu ze stezeniem
katelicydyny (LL-37) w surowicy pacjentéw z owrzodzeniem
zylnym. Czarne punkty na wykresie przedstawiajg wartosci
$rednie, zaznaczone ,wasy” - odchylenia standardowe dla
poszczegdlnych podgrup

dyna moze réwniez aktywowac biatko p53 kontrolujace
cykl komérkowy i proces apoptozy, cho¢ doktadny
mechanizm tej aktywacji pozostaje niejasny [24].

KATELICYDYNA | RANY PRZEWLEKLE

Gtéwnymi producentami katelicydyny sa leukocy-
ty — neutrofile, monocyty i makrofagi, a po stymulacji
takze komérki dendrytyczne, komérki tuczne oraz ko-
morki nabtonkowe [16]. Wszystkie wymienione dziata-
nia katelicydyny czynia jg niezwykle waznym natural-
nym regulatorem homeostazy organizmu, proceséw
odpornosci nieswoistej oraz regeneracji tkankowej
[16, 21-24]. Dlatego jej produkcja znaczgco wzrasta
podczas zakazenia, ale réwniez w odpowiedzi na uraz

Dziatanie przeciwbakteryjne

Stymulacja MCS

Stymulacja angiogenezy

Gojenie ran

Immunomodulacja

Apoptoza

0,01 0,1 1 10 100
Stezenie LL-37 (ug/ml)
RYC. 3. Przykfady wybranych aktywnosci katelicydyny (LL-37)

w zaleznosci od jej stezenia. MSC — mezenchymalne komérki
macierzyste
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i powstawanie rany [14, 16]. Wydaje sie zatem prawdo-
podobne, ze zaburzenia ekspresji LL-37 moga by¢ jedng
z przyczyn nieprawidtowego gojenia [25, 26]. Zaobser-
wowano, ze u pacjentéw z przewlektym owrzodzeniem
zylnym goleni wolne tempo gojenia rany wykazywato
wyrazny zwigzek z matym (< 10 ng/ml) stezeniem LL-37
w surowicy, podczas gdy u pacjentéw z prawidtowym
gojeniem stezenie katelicydyny w surowicy przekra-
czato 15 ng/ml (ryc. 2) [27]. Chociaz ocena stezenia
katelicydyny w ptynie wysiekowym z rany wydaje sie
bardziej miarodajna, to jednak nie u wszystkich pa-
cjentdéw udaje sie zebra¢ wystarczajaca ilos¢ materiatu
do wykonania oznaczenia. Dlatego autorzy przepro-
wadzili walidacje swojej metody, stwierdzajac, ze ste-
zenie LL-37 w surowicy jest srednio 8-10 razy nizsze
w poréwnaniu z jej stezeniem w ptynie wysiekowym.
Obserwowane réznice pomiedzy ocenianymi prob-
kami pacjentéow zachowywaty jednak odpowiednie
proporcje we wszystkich badanych grupach. Na tej
podstawie autorzy pracy zasugerowali, ze stezenie
LL-37 w surowicy moze by¢ markerem prognostycznym
gojenia rany. Trzeba jednak zauwazy¢, ze wspomniane
badanie przeprowadzono na matej grupie pacjentéw,
a przedstawione wyniki nalezy raczej traktowac jako
wstep do dalszych badan. Z drugiej strony, powyzsza
obserwacja uzasadnia proby zastosowania egzogennej
katelicydyny w leczeniu ran przewlektych. Rzeczywiscie,
w badaniu klinicznym w grupie pacjentéw z przewle-
ktym owrzodzeniem zylnym goleni wykazano, ze miej-
scowe stosowanie ludzkiej rekombinowanej czasteczki
LL-37 znaczaco przyspieszato gojenie rany [28]. Bada-
cze zaobserwowali, Ze najlepsza odpowiedz kliniczna
dotyczyta pacjentéw leczonych preparatem w stezeniu
0,5 lub 1,6 mg/ml. Co ciekawe, zastosowanie wyzszego
stezenia, tj. 3,2 mg/ml, byto nie tylko mniej skuteczne
(poréwnywalne z placebo), lecz takze wiazato sie z wy-
stepowaniem dziatan niepozadanych - od nasilenia
miejscowej reakcji zapalnej do pojawienia sie ognisk
martwicy w ranie.

Okreslony zakres stezen terapeutycznych i wyrazny
efekt toksyczny po ich przekroczeniu tworzg krzywa
o charakterystycznym ksztatcie dzwonu, typowa dla
wielu lekéw. Nie inaczej jest w przypadku katelicydy-
ny. Dane doswiadczalne sugeruja, ze wiekszos¢ korzyst-
nych dziatan katelicydyny zawiera sie w przedziale ste-
zenrt miedzy 0,1 a 10 pg/ml, podczas gdy przy stezeniu
> 60 pg/ml LL-37 wykazuje gtéwnie dziatanie proapop-
totyczne lub wrecz toksyczne (ryc. 3) [24]. Uwazny
czytelnik zapewne zwrécit w tym miejscu uwage na
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réznice pomiedzy jednostkami opisujgcymi stezenia
katelicydyny w cytowanych powyzej badaniach. Warto
zauwazy¢, ze badania Krejner i wsp. [27] dotyczyty ste-
zenia LL-37 w surowicy (ng/ml), podczas gdy przywo-
tywane zestawienia z pracy Piktel i wsp. [24] - jej pozio-
mu tkankowego (pg/ml). Pomimo wyjsciowo réznych
jednostek cytowane powyzej dane mozna, stosujac
proste przeliczenia, tatwo sprowadzi¢ do wspdlnego
mianownika. W przytaczanych pracach w grupie pa-
cjentéw z prawidtowym gojeniem rany poziom kate-
licydyny przy stezeniu rzedu 15-30 ng/ml w surowicy
w ptynie wysiekowym osiggat wartosci 150-300 ng/
ml, tj. 0,15-0,3 ug/ml. Wartosci te sa zblizone do dolnej
granicy przedziatu stezenia LL-37 optymalnego dla go-
jenia rany [24]. Tym samym pacjenci z matymi stezenia-
mi endogennej katelicydyny (tj. < 10 ng/ml w surowicy)
wydaja sie idealnymi kandydatami do leczenia z uzy-
ciem rekombinowanej czasteczki LL-37. Zaktadajac, ze
spos6b podawania preparatu zaproponowany w przy-
toczonym badaniu klinicznym [28] wigze sie z jego
istotnym rozcienczeniem w ptynie wysiekowym ($cisle
zaleznym od ilosci wysieku), dla stezen ,roboczych”
0,5i 1,6 mg/ml, tj. 500 i 1600 pg/ml, mozemy uzyskac
stezenia koicowe zblizone do gérnej granicy przedzia-
tu stezen terapeutycznych, tj. ok. 50 ug/ml. Tymczasem
aplikacja preparatu katelicydyny o stezeniu roboczym
3,2 mg/ml, wobec znacznie przekroczonej granicy ste-
zenia bezpiecznego, szczegdlnie przy matym wysie-
ku, oprécz braku efektu leczniczego moze skutkowac
obecnoscia dziatan niepozadanych.

Whnioski z przytoczonych obserwacji wstepnych po-
stuzyty do opracowania protokotu nowego badania kli-
nicznego Il fazy (EudraCT: 2018-000536-10) wykorzystu-
jacego jedynie nizsze stezenia LL-37,tj.0,5i 1,6 mg/ml.
Obecnie z duzym zainteresowaniem oczekujemy na
publikacje jego wynikéw. Chociaz dyskutowane po-
wyzej efekty dziatania katelicydyny dotycza gtéwnie
mechanizméw niezwigzanych z jej bezposrednia ak-
tywnoscig bakteriobdjczg, nie nalezy zapominac o jej
wiasciwosciach przeciwbakteryjnych. Mozliwe, ze ko-
rzystny wplyw tego peptydu na trudno gojace sie rany
przewlekte wynika réwniez, przynajmniej cze$ciowo,
z lepszej kontroli biofilmu [10, 16]. Taki mechanizm
dziatania sugerujg m.in. wyniki badan na zwierzecych
modelach biofilmu Pseudomonas [29].

PODSUMOWANIE

Zainteresowanie mozliwos$ciami wykorzystania
katelicydyny w klinice najlepiej odzwierciedla liczba
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36 aktualnie zarejestrowanych préb, w tym 27 badan
klinicznych i 9 przedklinicznych, w ktérych przedmio-
tem oceny jest czasteczka LL-37 badz jej modyfikacje
[16]. Poza wspomnianym powyzej leczeniem ran prze-
wlektych podejmowane sa proby zastosowania kateli-
cydyny w przewlektym zapaleniu zatok, przewlektym
zakazeniu drég oddechowych, terapii gruzlicy czy na-
wet posocznicy bakteryjnej [14, 16]. Duzym ufatwie-
niem w tych badaniach jest istotny postep, jaki dokonat
sie w ostatnim czasie w zakresie technologii produkgji
i modyfikacji rekombinowanych peptydéw, jak réwniez
rozwoj nowych metod ich dostarczania, w tym z uzy-
ciem mikrosfer czy modyfikowanych powierzchni im-
plantéw [30, 31]. Czy jednak ta nowa, obiecujgca bron
do walki z ranami przewlektymi, rowniez tymi zakazo-
nymi, spetni nasze oczekiwania, zapewne dowiemy sie
juz wkrotce...
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