STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Praca doktorska: ,, Oddziatywanie jondw cynku i miedzi z wybranymi peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi”

W ostatnich latach problem opornosci przeciwdrobnoustrojowej stat sie jednym

z powazniejszych globalnych zagrozen zwigzanych ze zdrowiem. Leczenie zakazen bakteryjnych

i grzybiczych, przy uzyciu skutecznych do tej pory lekéw, staje sie coraz trudniejszym zadaniem,
dlatego konieczne jest poszukiwane sg nowych, alternatywnych metod walki z chorobotwdrczymi
patogenami. Jedng z grup zwigzkéw, ktdra daje na to nadzieje, sg peptydy przeciwdrobnoustrojowe
(ang. antimicrobial peptides, AMP), ktorych gtéwng zalety, oprécz skutecznosci, jest fakt, ze poza
nielicznymi wyjatkami, drobnoustroje nie wykazujg wobec nich opornosci. AMP to niewielkie
peptydy stanowigce jeden z elementdéw nieswoistej odpowiedzi immunologicznej organizmoéw
zywych, nalezgcych do wszystkich pieciu krélestw. Celem dziatania AMP moga by¢ m.in bakterie,
grzyby, wirusy czy pasozyty. Mozna wyrdéznic kilka sposobdéw, w jaki AMP oddziatujg na komaorki
patogendw — tworzenie poréw i kanatéw btonowych posredniczacych w niszczeniu btony
komérkowej, wytwarzanie reaktywnych form tlenu czy inhibicja syntezy $ciany komdrkowej,
kwaséw nukleinowych i biatek. Aktywnos¢ wielu AMP moze byé¢ zalezna od obecnosci
biologicznie istotnych jonéw metali takich jak Zn*"i Cu*" .Peptydy wykorzystuja je na dwa
sposoby: (i) w procesie nazywanym odpornoscig odzywczg, w ktorym AMP wigzg jony metali,
przez co w komdrce znajduje sie niewystarczajaca, do przezycia i wirulencji drobnoustrojéw, ilos¢
tych mikroelementéw, oraz (ii) AMP wykorzystujg jony metali do zmiany swoich witasciwosci
fizykochemicznych np. struktury czy tadunku wypadkowego, co umozliwia lub wzmacnia ich
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa.

Gtéwnym celem badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy byto zrozumienie
chemii bionieorganicznej komplekséw Zn **i Cu** z wybranymi peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi oraz ocena czy i w jaki sposdb obecnos$¢ jondw metali moze

warunkowac ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe.

Do badan zostaty wybrane 4 grupy AMP: (i) alloferon 1 i alloferon 2, (ii) kalcytermina i jej

mutanty, (iii) fragmenty proteolityczne semenogelin i ich wspdlny fragment oraz (iv) pochodne



amyliny —amylina szczurza i pramlintyd. Do przeprowadzenia charakterystyki fizykochemicznej

i termodynamicznej badanych ligandéw i ich komplekséw wykorzystaliSmy szereg metod
eksperymentalnych: spektrometrie mas, miareczkowanie potencjometryczne, spektroskopie
UV-Vis, spektroskopie CD oraz spektroskopie NMR. Ponadto, we wspdtpracy z dwoma
wroctawskimi osrodkami badawczymi, przeprowadzilismy badania biologiczne (dr Agnieszka
Matera-Witkiewicz, Uniwersytet Medyczny) oraz badania mikroskopii sit atomowych

(dr hab. Joanna Olesiak-Banska, Politechnika Wroctawska).

Dla wszystkich badanych kompleksow wyznaczylismy najbardziej prawdopodobne

miejsca koordynacji jonéw metali. Scharakteryzowaliémy atomy donorowe w zaleznosci od pH
roztworu i okreslilismy geometrie komplekséw miedzi(ll). Poréwnanie trwatosci
termodynamicznej wszystkich komplekséw badanych AMP pokazato, ze najbardziej skutecznymi
sposobami koordynacji jondw Zn** i Cu®* sa: (i) histaminowy sposdb koordynacji, w ktérym udziat
bierze N-koricowa grupa aminowa oraz grupa imidazolowa reszty histydylowej znajdujgcej sie na
pierwszej pozycji w sekwencji (ii) koordynacja typu 4N przez wolng grupe aminowa i 3 azoty
imidazolowe oraz (iii) koordynacja 3N lub 4N przez znajdujgce sie w niektdrych ligandach
charakterystyczne motywy (-HXXXH- lub HXH...HH...HH). Dodatkowo wykazaliSmy bardzo
wysoka aktywnos¢ biologiczng kalcyterminy i jej mutantéw, ktére prawdopodobnie swoje
dziatanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze osiggajg w wyniku lokalnej zmiany tadunku i/lub
struktury, wykluczyliSmy dziatanie przeciwbakteryjne alloferonéw, wykazalismy dziatanie
przeciwbakteryjne semenogelin, czesciowo warunkowane przez obecnosé metali oraz wyjasnilismy
mechanizm dziatania przeciwgrzybiczego kompleksu Zn®* z pramlintydem, ktéry przez
charakterystyczng zmiane w strukturze (zgiecie) inicjuje tworzenie struktur fibrylarnych, ktére
prawdopodobnie niszczg komérke grzybiczag w sposdb przypominajgcy naktucie igta. Wykazane
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe nie koreluje z trwatoscig termodynamiczng badanych
komplekséw.

W przysztosci peptydy o najlepszych wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych zostang

zmodyfikowane w taki sposdb, aby uwydatni¢ cechy odpowiedzialne za ich aktywnos$é, a nastepnie



ponownie scharakteryzowane i wykorzystane jako matryca do potencjalnych nowych lekéw

przeciwdrobnoustrojowych.



