Zatgcznik 2.

1.

2.

AUTOREFERAT

Imie i nazwisko: Elzbieta Kamysz (do 16.08.2003 Lempicka)
Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

czerwiec 1995 r. — magister chemii, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Chemii

czerwiec 2000 r. — doktor nauk chemicznych, Uniwersytet Gdanski, Wydziat Chemii,
rozprawa doktorska pt. ,, Wptyw wybranych modyfikacji czasteczek hormonow
neuroprzysadkowych na ich czynnos¢ biologiczng” (promotor prof. Bernard Lammek)

. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

pazdziernik 1999 r.- czerwiec 2000 r. Wydziat Chemii UG, Katedra Syntezy Organicznej,
asystent
lipiec 2000r. - obecnie Wydzial Chemii UG, Katedra Chemii Organicznej, adiunkt

. Osiagni¢cia naukowe wynikajace z art. 16, ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego:

Synteza i badania peptydow wystepujacych w jamie ustnej oraz peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, ktorych jednym z potencjalnych miejsc podania i /lub
dzialania moze by¢ jama ustna.

b) wykaz publikacji:

Laczny Impact Factor dla publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe wynosi 35,17.

H1. Kamysz E. Jackiewicz-Baranska D., Lobocki L., Mackiewicz Z.W., Kochanska B.:
Determination of statherin stability in agueous solution and whole human saliva over
different pH ranges: a preliminary study., Pol. J. Environ. Study 2008, 17(6A-part 11):
46-53. |F2008: 0,963

H2. Kamysz E*., Sikorska E.: Synthesis and conformational analysis of salivary proline-rich
protein P-B., J. Pept. Sci. 2010, 16 (12): 709-715. IF 2010=1,954

H3. Popik P., Kamysz E., Kreczko J., Wrobel M. : Human opiorphin: the lack of
physiological dependence, tolerance to antinociceptive effects and abuse liability in
laboratory mouse., Behav. Brain Res. 2010, 213(1): 88-93. IF2g10= 3,393



H4.

H5.

H6.

H7.

H8.

HO.

H10.

H11.

H12.

H13.

Kotynia A., Kamysz E., Czapor H., Brasun J. : The synthesis of opiorphin and studies
on its binding ability toward Cu(ll)., Tetrahedron Lett. 2010, 51(18): 2486-2488. 1F2p10=
2.618

Kamysz E.", Mickiewicz B., Kamysz W., Bielinska S., Rodziewicz-Motowidlo S.,
Ciarkowski J.: Synthesis, biological activity and solution structure of new analogues of
the antimicrobial Gramicidin S. J. Pept. Sci. 2011, 17(3): 211-217. IF11= 1,799

Kamysz E.*, Sikorska E., Karafova A., Dawgul M.: Synthesis, biological activity and
conformational analysis of head-to-tail cyclic analogues of LL37 and histatin 5. J Pept.
Sci. 2012, 18(9): 560-566. 1F01,=1,799

Kamysz E., Simonetti O., Cirioni O., Arzeni D., Ganzetti G., Campanati A., Giacometti
A., Gabrielli E., Silvestri C., Kamysz W., Offidani A., Barchiesi F. : In vitro activity of
the lipopeptide PAL-Lys-Lys-NH2, alone and in combination with antifungal agents,
against clinical isolates of Candida spp., Peptides 2011, 32(1): 99-103. 1Fyp1;= 2.434

Barchiesi F., Giacometti A., Cirioni O., Arzeni D., Silvestri C., Kamysz W., Abbruzzetti
A., Riva A., Kamysz E., Scalise G. In vitro activity of the synthetic lipopeptide PAL-
Lys-Lys-NH(2) alone and in combination with antifungal agents against clinical isolates
of Cryptococcus neoformans., Peptides 2007, 28(8):1509-1513. IF007= 2,368

Simonetti O., Arzeni D., Ganzetti G, Silvestri C., Cirioni O., Gabrielli E., Castelletti S.,
Kamysz W., Kamysz E., Scalise G., Offidani A., Barchiesi F. : In vitro activity of the
lipopeptide derivative (Pal-Lys-Lys-NH>), alone and in combination with antifungal
agents, against clinical isolates of dermatophytes., Br. J. Dermatol. 2009, 161(2):249-
252. |F2()og: 4,260

Barchiesi F., Silvestri C., Arzeni D., Ganzetti G., Castelletti S., Simonetti O., Cirioni O.,
Kamysz W., Kamysz E., Spreghini E., Abruzzetti A., Riva A., Offidani A.M.,
Giacometti A., Scalise G. : In vitro susceptibility of dermatophytes to conventional and
alternative antifungal agents., Med. Mycol. 2009, 47(3): 321-326. IFp09= 2,133

Cirioni O., Giacometti A., Ghiselli R., Kamysz W., Silvestri C., Orlando F.,
Mocchegiani F., Vittoria AD., Kamysz E., Saba V., Scalise G. : The lipopeptides Pal-
Lys-Lys-NH(2) and Pal-Lys-Lys soaking alone and in combination with intraperitoneal
vancomycin prevent vascular graft biofilm in a subcutaneous rat pouch model of
staphylococcal infection. , Peptides 2007, 28: 1299-1303. IF007= 2,368

Dawgul M, Baranska-Rybak W, Kamysz E, Karafova A, Nowicki R, Kamysz W. :
Activity of short lipopeptides and conventional antimicrobials against planktonic cells
and biofilms formed by clinical strains of Staphylococcus aureus. Future Med Chem.
2012, 4(12): 1541-1551. IF;011= 2.522

Cirioni O., Kamysz E., Ghiselli R., Kamysz W., Silvestri C., Orlando F., Rimini M.,
Brescini L., Gabrielli E., Marchionni E., Rocchi M., Provinciali M., Guerrieri M.,
Giacometti A. : Lipopeptide Laur-CKK-NH, dimer preserves daptomycin susceptibility
and enhances its activity against Enterococcus faecalis. J. Antimicrob. Chemother. 2011,
66(4): 859-862. IF2011= 5,068


http://expertus.bg.univ.gda.pl/cgi-bin/expertus.cgi
http://expertus.bg.univ.gda.pl/cgi-bin/expertus.cgi
http://expertus.bg.univ.gda.pl/cgi-bin/expertus.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22786744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22786744
http://expertus.bg.univ.gda.pl/cgi-bin/expertus.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19438437?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19438437?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19438437?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19115137?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19115137?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22917244
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22917244
http://expertus.bg.univ.gda.pl/cgi-bin/expertus.cgi

H14. Koszatka P., Kamysz E., Wejda M., Kamysz W., Bigda J.: Antitumor activity of
antimicrobial peptides against U937 histiocytic cell line., Acta Biochim Pol. 2011, 58(1):
111-117. 1Fp011=1.491

* autor korespondencyjny

Oswiadczenia wspotautorow prac wraz z okresleniem indywidualnego wktadu kazdego
Z nich w powstanie poszczegolnych prac znajdujg Sie w zatgczniku 8. Oswiadczenia

habilitanta dotyczace wykonanych prac i procentowego w nich udziatu znajduja si¢ w zataczniku
4.

c) Omoéwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagnietych wyniké6w wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Jama ustna odzwierciedla stan zdrowia calego organizmu. Jej prawidlowe funkcjonowanie
zalezy od sktadu i ilosci wydzielanej §liny, stanu blony §luzowej i uzebienia. Niewielkie zmiany
w obrebie jamy ustnej moga mocno da¢ si¢ we znaki choremu a ich niekorzystne nastepstwa
majg wplyw na zdrowie catego organizmu. Najczgsciej wystepujgce zmiany w jamie ustnej to
drozdzyca (kandydoza), stany zapalne, kserostomia, prochnica, afty, owrzodzenia, nieswiezy
oddech, opryszczka, leukoplakia. Coraz czgsciej zdarzaja si¢ nowotwory jamy ustnej. Jezeli rak
jamy ustnej nie zostanie wykryty wystarczajaco wczesnie, moze on wymagac zabiegu
chirurgicznego, radioterapii i/lub chemioterapii. Moze tez prowadzi¢ do S$mierci. Zmiany,
podraznienia 1 uszkodzenia w obrgbie jamy ustnej moga sprawia¢ dolegliwosci bolowe,
powodowaé niekorzystny efekt kosmetyczny, utrudnia¢ jedzenie, moéwienie, jak réwniez
przysparza¢ problemow w kontaktach miedzyludzkich. Powstanie jednego, nawet drobnego
ogniska zapalnego, moze wpltywa¢ na stan i funkcjonowanie innych organow. Infekcjom
bakteryjnym jamy ustnej czesto towarzysza zakazenia innych czg$ci organizmu. Przykiladem
moze by¢ zapalenie wsierdzia i osierdzia, ktéore wciaz naleza do chordb czestych 1
niebezpiecznych, a ich przyczyna tkwi nierzadko w siedlisku bakterii zlokalizowanym w jamie
ustnej [1]. Przyczyng infekcyjnego zapalenia wsierdzia sg bakterie: najczeSciej alfa-hemolizujace
streptokoki 50% przypadkéw (np. Streptococcus viridans, S. sanguis, S. mitior, S. pneumoniae),
gronkowce 20% przypadkow (np. Staphylococcus aureus, S. epidermidis), enterokoki 15 %

przypadkow (np. Enterococcus faecalis, E. coli), grzyby i bakterie Gram-ujemne 10%

3


http://expertus.bg.univ.gda.pl/cgi-bin/expertus.cgi
http://expertus.bg.univ.gda.pl/cgi-bin/expertus.cgi

przypadkow oraz Neisseria gonorrhoeae ponizej 5 % przypadkow [2]. Aby zapobiec
przedostaniu si¢ bakterii do krwiobiegu z istniejacego w jamie ustnej ogniska zakazenia podaje
si¢ antybiotyki doustne. W przypadku zabiegdéw w obrebie jamy ustnej takich jak implantacja
zeba, zabiegi w obrgbie przyzgbia, eckstrakcja zgba, leczenie kanatowe zeba rowniez
wykorzystywane sg antybiotyki.

Jednym z czgsto wystepujacych schorzen jamy ustnej jest drozdzyca, wywolywana
zakazeniem grzybem drozdzopodobnym z rodzaju Candida [2-8]. Czynnikami predysponujacymi
do rozwoju kandydozy sa niedobory witamin, szczegdlnie z grupy B, zaburzenia odpornosci,
ciezkie choroby ogodlnoustrojowe (cukrzyca, bialaczka, gruzlica, choroba nowotworowa) lub
niedawno przebyta chemio- lub radioterapia. Rowniez stosowanie lekow, takich jak antybiotyki,
sterydy, doustne $rodki antykoncepcyjne, leki immunosupresyjne moze sprzyja¢ zakazeniu
grzybami. Do wystapienia drozdzycy prowadzi rowniez zta higiena jamy ustnej, zmniejszenie
wydzielania §liny, dlugotrwate stany zapalne btony §luzowej, noszenie protez zegbowych 1 palenie
tytoniu. Leczenie drozdzycy polega na stosowaniu preparatéw przeciwgrzybiczych, poczatkowo
miejscowych, a w razie nieskutecznosci tego leczenia, konieczne moze by¢ zastosowanie terapii
og6lnej. Leczenie w niepowiktanych przypadkach polega na zakraplaniu do jamy ustnej lub
przecieraniu blony $luzowej po kazdym positku stosowng postacig leku o dziataniu
przeciwgrzybiczym. Przemywanie jamy ustnej roztworem przeciwbakteryjnym moze pomoc w
zmniejszeniu stanu zapalnego. W celu ograniczenia wtornych zakazen przepisywane sg
antybiotyki.

Narastanie opornos$ci bakterii na konwencjonalne antybiotyki stanowi powazny problem
wspélczesnej medycyny 1 sklania do poszukiwania nowych metod terapeutycznych
wykorzystujacych mozliwosci obronne ludzkiego ustroju. Obiecujacym wydaje si¢ by¢
zastosowanie peptydow przeciwdrobnoustrojowych w leczeniu tego typu przypadkow [9-13]. Duza
zaletag antybiotykéw peptydowych w przeciwiefistwie do konwencjonalnych antybiotykéw jest
niewystepowanie opornosci drobnoustrojow na te substancje. Uwaza si¢, ze leki oparte na
peptydach przeciwdrobnoustrojowych moga w przysztosci by¢ wykorzystane na kilka mozliwosci:
jako samodzielne substancje lub zwiazki wchodzace w sktad preparatow ztozonych wykorzystujac
ich dziatanie synergistyczne z konwencjonalnymi lekami oraz jako peptydy o dziataniu

immunomodulujacym lub $rodki neutralizujace endotoksyng.



W przedktadanym autoreferacie omowiono publikacje wchodzgce w sktad cyklu prac
stanowigcych osiagniecie naukowe. Szczegoty zawarte sa w zataczonych publikacjach, ktoére
oznaczono symbolem ,,H” [H1-H14]. Przedstawione prace mozna podzieli¢ na 4 czegsci. Czgs$¢
pierwsza dotyczy Syntezy i badan poznawczych wybranych peptydowych sktadnikéw $liny:
stateryny [H1], polipeptydu P-B [H2] i opiorfiny [H3,H4]. Cze$¢ druga obejmuje prace
dotyczace syntezy 1 badania zalezno$ci struktura aktywnos$¢ analogow peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (gramicydyny S, histatyny 5 i LL37) [H5-H6]. W czesci |l
zajmowano si¢ badaniami poréwnujgcymi aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa lipopeptydéw z
aktywnos$cig lekow tradycyjnych [H7- H13]. W IV czeSci przeprowadzono syntezg peptydow
przeciwdrobnoustrojowych réznigcych si¢ miejscem wystepowania, budows, mechanizmem
dziatania i zbadano ich aktywno$¢ przeciwnowotworowsg [H14]. Kazda cze$¢ poprzedzona

zostata krotkim wprowadzeniem literaturowym charakteryzujacym obiekty badan.

I.  Synteza i badania wybranych peptydowych skladnikéw §liny

Jama ustna przy zdrowym uzebieniu, zdrowej btonie $luzowej i odpowiedniej ilosci $liny
jest w stanie ,,broni¢ si¢” przed wigkszoscig infekcji. Catkowita objetos¢ sliny produkowanej w
ciagu doby u osoby dorostej waha sie od 500 ml do 1500 ml [14]. Slina jest wydzieling
gruczotow $linowych, stanowigcag ptynne srodowisko jamy ustnej w sktad ktorego wchodzi poza
woda (ok. 98%) szereg zwigzkow nieorganicznych i organicznych. Najwazniejsze organiczne
sktadniki §liny to biatka i peptydy oraz niebiatkowe substancje azotowe (mocznik, kreatynina,
kwas moczowy, aminokwasy), weglowodany, lipidy. Do sktadnikow S$liny o charakterze
peptydowym badz biatkowym naleza: histatyny, stateryny, lizozym, cystatyny, biatka bogate w
proling (PRPs), anhydraza weglanowa, amylaza, peroksydaza, slgA, mucyny, laktoferyna, LL-37,
defensyny, opiorfina. W ramach niniejszej rozprawy habilitacyjnej prowadzone byty badania

wybranych peptydow slinowych: stateryny, polipeptydu P-B i opiorfiny.
Stateryna

Stateryna (ang. statherin), jest polipeptdem wytwarzanym przez gruczoly Slinowe i

wydzielanym wraz ze §ling do jamy ustnej. Nazwa tego polipeptydu, pochodzi od greckiego stowa
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statheropio co oznacza stabilizowac i jest zwigzana z najwazniejszg sposrod wielu funkcji, jakie
pelni ono w jamie ustnej - jednoczesnie silnie hamuje pierwotng (spontaniczng) i wtorng
precypitacje soli wapniowo-fosforanowych [15]. Bierze udzial w transporcie jonéw wapniowych i
fosforanowych podczas ich wydzielania si¢ w gruczotach slinowych, utrzymuje stan przesycony
$liny w odniesieniu do fosforanow wapnia. Poza tym, stateryna wykazuje powinowactwo do
hydroksyapatytu, wchodzi w interakcje z niektorymi bakteriami i grzybami, jest jednym ze
sktadnikéw nabytej blonki zebowej [16]. Moze takze funkcjonowac jako ,,smar graniczny” (ang.
boundary lubricant) na powierzchni szkliwa. Jest to istotna funkcja, ktéra chroni przed wolnym
slizganiem 1 wysokim obcigzeniem zgryzu, ktoére pojawiaja si¢ podczas zucia i zgrzytania.
Natywna stateryna jest bialkiem sekrecyjnym powstajacym droga biosyntezy, a nie poprzez
proteolize jakiego$ wigkszego bialkowego prekursora. Gen dla stateryny jest zlokalizowany u
cztowieka w chromosomie 4q11-13 [17]. Stateryny, jest 43-aminokwasowy polipeptyd o masie

czasteczkowej 5380 Da i nastepujacej strukturze pierwszorzedowej (rys. 1) [15]:

Stateryna  DS(P)S(P)EEKFLRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQYTF
Rys.1. Sekwencja aminokwasowa stateryny. (P) — oznacza reszte fosforanowg (-OH,PO3).

W niniejszej czeSci pracy przeprowadzono badania trwato$ci stateryny natywnej i
syntetycznej w $linie ludzkiej mieszanej spoczynkowej W temperaturze pokojowej. Poddano
badaniom réwniez trwalo$¢ stateryny syntetycznej w roztworach wodnych i stateryny natywnej w
$linie ludzkiej mieszanej spoczynkowej o réoznych wartosciach pH [H1]. We wszystkich
przypadkach materiat do badan laboratoryjnych stanowita §lina ludzka mieszana spoczynkowa.
Pobieranie $liny spoczynkowej dokonywano w dniu rozpoczecia badan pomiedzy godzing 9.00 a
10.00. Ochotnicy 2 godziny przed zbieraniem §liny nie jedli, nie zuli gumy, nie palili papierosow
ani nie phlukali jamy ustnej. Sline spoczynkowa zbierano przez okres 5 minut do
polipropylenowych proboéwek typu Corning umieszczonych w lodzie. Syntetyczng stateryne
otrzymano metodg syntezy w fazie stalej z wykorzystaniem chemii Fmoc. St¢zenie syntetycznej
stateryny w $linie wynositlo 35 pg/ml. Probki analizowano metoda spektrometrii masowej
MALDI-TOF w nastgpujacych odstepach czasu: bezposrednio po przygotowaniu probek, po 1
godz., po 2 godz., po 4 godz. i po 24 godz. Wybrane probki §liny byly réwniez rownolegle
analizowane metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Bezposrednio przed
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analizg HPLC probki $liny byty rozcienczane roztworem kwasu octowego i filtrowane przez filtry
Titan Syringe Filter PTFE (0,45 pum wielko$¢ porow, 17 mm $rednica). Niezwtocznie po
przygotowaniu probek natywna stateryna zostata stwierdzona we wszystkich przypadkach w
slinie. W wigkszo$ci badanych probek natywna stateryna w $wiezej niemodyfikowanej $linie
ulegata rozktadowi w przeciggu 2-4 godzin. W przypadku stateryny syntetycznej po 4 godzinach
w 3 z 5 badanych probek wykryto obecno$¢ stateryny. Po 24 godz. przechowywania widma
masowe potwierdzity rozktad zaréwno stateryny natywnej jak i syntetycznej we wszystkich
badanych probkach. W kolejnej czesci pracy sprawdzono wplyw wartosci pH i rodzaju uzytego
kwasu na trwato$¢ stateryny syntetycznej w roztworach wodnych oraz stateryny natywnej w $linie
ludzkiej mieszanej spoczynkowej w temperaturze pokojowej. Wszystkie probki przechowywano
w temperaturze pokojowej w zamknietych, polipropenowych probéwkach, a nastgpnie poddawano
analizie MALDI-TOF MS na obecno$¢ stateryny w nast¢pujacych odstepach czasu: niezwlocznie
po przygotowaniu probek, po 24 godz., po 1 tygodniu, po 2 tygodniach, po 1 miesigcu, po 2
miesigcach 1 po 3 miesigcach. Za pomoca odpowiednich reagentow doprowadzono pH probek do
nastepujacych wartosci: 10 (wodorotlenkiem sodu), 8 (10mM Tris-HCI), 4 i 2 (kwasem octowym,
kwasem mlekowym, kwasem cytrynowym, kwasem trifluorooctowym). Przeprowadzone badania
pokazaty, iz w roztworach wodnych stabilno$¢ stateryny syntetycznej $cisle zalezata od wartosci
pH. W probkach, ktore zostaly zakwaszone, stateryna syntetyczna odznaczata si¢ zdecydowanie
wigksza stabilno$cig niz w probkach alkalizowanych do pH 8 1 10. Po jednym miesiagcu stateryna
ulegta catkowitemu rozktadowi w roztworach wodnych 0 odczynie zasadowym, podczas gdy w
roztworach o odczynie kwasowym byta obecna nawet po trzech miesigcach przechowywania w
RT.

W kolejnym etapie pracy zbadano trwatos¢ stateryny natywnej w §linie ludzkiej mieszanej
spoczynkowej o réznych wartosciach pH. W tym celu, zebrang , spoczynkowg i nicodwirowang
$line podzielono na 11 rownych czesci oznaczajac probki od A do K . Probka A stanowita probke
kontrolng. Probki od H do K zostaly zakwaszone do pH 2 poprzez dodanie kwasu cytrynowego
(prébka I), kwasu mlekowego (probka H), TFA (probka K) i kwasu octowego (probka J). Probki
od D do G zostaly zakwaszone do pH 4 kwasem cytrynowym (probka E), kwasem mlekowym
(probka D), TFA (probka G) oraz kwasem octowym (probka F). Probka B zostata doprowadzona
przy uzyciu 1M NaOH do pH 10 za$ probka C poprzez dodanie 10 mM Tris- HCI (pH 8,1) do pH



8. Wszystkie probki przechowywane byly w zamknigtych, polipropylenowych probéwkach w
temperaturze pokojowej, a nastgpnie analizowane na obecno$¢ stateryny za pomoca MALDI-TOF
MS w nastepujacych odstgpach czasu: niezwlocznie po sporzadzeniu, po 24 godz., po 1 tygodniu,
po 1 miesigcu, po 2 miesigcach i po 3 miesigcach. W probkach §liny o pH od 4 do 10 (probki od A
do G) natywna stateryna ulegta rozktadowi w ciggu 24 godz. W préobkach o pH 2 (probki od H do
K) stateryna byta obecna nawet po 3 miesigcach przechowywania w temperaturze pokojowej.
Podsumowujgc mozna powiedzie¢, iz syntetyczna stateryna jest bardziej stabilna w
roztworach kwasnych niz zasadowych. Natomiast trwato$¢ stateryny w $linie mieszanej
spoczynkowej zalezy od wartosci pH. Wykwaszanie §liny, do pH 2 pozwala na zahamowanie
rozktadu stateryny podczas jej przechowywania w temperaturze pokojowej. Wyniki badania
réznych sktadnikow $liny nabierajg coraz wigkszego znaczenia w diagnostyce. Przeprowadzone
badania s3 wstgpem do opracowania sposobu standaryzacji procedury pobierania i
przechowywania $liny ludzkiej mieszanej w celu iloSciowego oznaczania stateryny w Slinie.
Ponadto, otrzymane wyniki moga by¢ wykorzystane w przyszloSci przy pracach nad
opracowaniem preparatu sztucznej $liny czy leczniczej gumy do zucia, ktorych jednym ze

sktadnikow moze by¢ stateryna.

Polipeptyd P-B

Biatka bogate w proling (ang. proline-rich proteins, PRPs) stanowia wigksza cze$¢
biatkowych sktadnikow $liny. Ponad 20 PRPs jest obecnych w $linie ludzkiej i dzieli si¢ je na
kwasne (aPRPs), zasadowe (bPRPs) i glikozylowane (GPRPs) [18-19]. W §linie wydzielanej
przez $linianke przyuszng stanowig az 70 % zawarto$ci bialek [20]. Charakterystyczna cecha
PRPs jest wystepowanie reszt proliny, glicyny i glutaminy, ktére stanowig od 70% do 88% ich
sktadu aminokwasowego. aPRPs wiaza jony wapnia, inhibuja narastanie krysztatoéw fosforanu
wapniowego w roztworach nim przesyconych [21]. Ponadto, aPRPs wigza si¢ do hydroksyapatytu
(HAP). Adsorpcja PRPs na hydroksyapatycie indukuje zmiany konformacyjne tych biatek, ktore
pozwalaja nast¢gpnie na wigzanie licznych bakterii bytujacych w jamie ustnej. Postulowana jest
obecno$¢ tych biatek w nabytej btonce zgbowej. Z kolei, gtdéwna funkcjg zasadowych PRPs jest
ochrona przed dzialaniem tanin zawartych w zywno$ci. Wykazuja one rowniez aktywnos¢
przeciwwirusowg [22] oraz wiazg C. albicans, zaliczanego do rzedu drozdzakow [23].

Glikozylowane PRPs maja zdolnos¢ lubrykacji jamy ustnej [24], wigzg mikroorganizmy [25],
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ktore moga utatwia¢ przyleganie bakterii do powierzchni jamy ustnej lub oczyszczanie jamy
ustnej z bakterii w zaleznos$ci od tego czy PRPs sga obecne w btonce czy w §linie [26]. GPRPS nie
sg zdolne do stracania tanin [27].

PRPs z wyjatkiem P-A i P-B [28] kodowane sg przez rodzing szesciu genow. Dwa z nich,
PRP1 i PRP2 (PRHI i PRH2) koduja kwasne PRPs. Pozostate geny PRB1-4 koduja zasadowe i
glikozylowane PRPs. P-B jest kodowany przez gen PROL3 umiejscowiony na chromosomie
4913.3 [29] bardzo blisko genu kodujacego stateryng (STATH). Polipeptyd P-B zaliczany jest do
bPRPs, ktore charakteryzuja si¢ duza zawartoScig reszt proliny (powyzej 20%) oraz
powtarzajacych si¢ sekwencji (PPGKPQGPP) [30-31]. Ponadto, charakterystyczng cecha P-B i P-
A, wyr6zniajagcg oba peptydy sposrdd pozostalych PRPs jest powtarzajaca si¢ sekwencja
GPGXX’PPPP (X oraz X’ dowolne reszty aminokwasowe). Polipeptyd P-A powstaje w wyniku
ciecia enzymatycznego P-B. Struktura pierwszorzedowa P-B przedstawiona jest na rys 2. Stezenie
polipeptydu P-B w niestymulowanej §linie ludzkiej odpowiada okoto potowie st¢zenia stateryny.
W élinie ludzkiej oprécz polipeptydu P-B wykryto réowniez jego fragmenty odpowiadajace
resztom 6-57 [32]. W wotowym szkliwie stwierdzono obecno$¢ PRP o masie 31000 Da, ktére w

N-koncowej czgsci zawiera 57-aminokwasowy fragment identyczny z sekwencja P-B.

P-B pQRGPRGPYPPGPLAPPQPFGPGFVPPPPPPPYGPGRIPPPPPAPYGPGIFPPPPPQP
Rys. 2. Sekwencja aminokwasowa polipeptydu P-B.

Glowna funkcja $linowych bPRPs jest wigzanie i stracanie zywieniowych tanin. Zapobiegaja w
ten sposOb wchtanianiu tej potencjalnej toksyny z przewodu pokarmowego. Rozciggnigta struktura
peptydow sprzyja petieniu tej funkcji. Gigtko$¢ peptydow ulatwia ich wigzanie z taninami.
Dhugos¢ 1 gigtkos¢ peptydow wraz z ich wysokim stopniem podobienstwa sekwencji
aminokwasowej pozwalaja im oddzialywa¢ wydajnie z czasteczkami wielu réznych tanin
prowadzac do ich stracenia.

Biatka bogate w proling moga przybiera¢ konformacj¢ typu poliproliny II (PPII). PPII jest
lewoskretng helisg z wigzaniami peptydowymi X-Pro o gemoetrii trans. Na jeden skret helisy
przypadaja trzy reszty aminokwasowe. Katy dwuscienne ¢ 1 y przyjmuja odpowiednio wartosci -
75° 1 +145° co powoduje iz struktura PPII jest strukturg rozciagnigta o silnie solwatowanym

tancuchu gtownym. Wyniki badan konformacyjnych PRPs sugeruja wystepowanie struktury poli-
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L-proliny typu Il. Niemniej jednak istniejg pewne rozbieznosci W interpretacji konformacji tego
typu peptydoéw w roztworze [33-35].

W ramach realizowanych badan po raz pierwszy zsyntezowano polipeptyd P-B
wystepujacy w S$linie ludzkiej. Polipeptyd otrzymano metodg syntezy w fazie statej z
zastosowaniem chemii Fmoc [H2]. Badania konformacyjne polipeptydu PB przeprowadzono z
wykorzystaniem metod CD, spektroskopii FTIR i modelowania molekularnego [H2].

Analiza widm CD polipeptydu PB wykazata, iz drugorzedowa struktura peptydu jest
niezalezna od temperatury w zakresie 0-60°C przy pH = 7 oraz w zakresie pH 2-12 w
temperaturze 37°C. Polipeptyd PB przyjmuje gldéwnie strukture nieuporzadkowang z miejscowo
wystepujacymi  [-zgieciami. Bioragc pod uwage wyniki badan CD 1 spektroskopii FTIR
stwierdzono, ze udziat helisy poliproliny typu Il (PPII) jest niewielki i stanowi okoto 10%.
Podobny wynik otrzymano przeprowadzajac badania metoda dynamiki molekularnej (MD).
Symulacje ujawnity wystgpowanie jedynie krotkich helis typu PPIl w C-koncowym fragmencie
peptydu (Pro51-Pro54), co stanowi zaledwie 7% catej struktury drugorzedowej peptydu [H2].

Wyniki przeprowadzonych badan beda pomocne przy ustalaniu roli otrzymanego

polipeptydu, jaka petni w jamie ustnej, gdyz jego funkcje nie zostaty jeszcze dobrze poznane.

Opiorfina

Opiorfina (QRFSR) jest pentapeptydem wystepujacym u ludzi. Po raz pierwszy zostata
wykryta w ludzkiej S$linie [36]. Powstaje w wyniku cigcia enzymatycznego biatka PROLI1
kodowanego przez gen VCSB. Opiorfina jest inhibitorem zaréwno ludzkiej neutralnej ekto-
endopeptydazy (hNEP; CE 3.4.24.11), jak i ludzkiej ekto-aminopeptydazy (hAP-N; EC 3.4.11.2),
enzymoéw katalizujacych rozklad enkefalin. Peptyd ten wykazuje silng aktywno$¢ przeciwbolowa
w zwierzecych modelach bolu, wywotanego bodzcami chemicznymi i mechanicznymi. Dziata
aktywujac endogenng opioidozalezng Sciezke przekazywania sygnatow bolu [36-37]. Dziatanie
przeciwbolowe opiorfiny jest rownie silne, jak w przypadku morfiny, ale towarzyszy mu mniej
efektow ubocznych [38]. Ponadto opiorfina moze powodowac skurcze okr¢znicy oraz wptywac na
erekcje u szczuréw [39]. Srednia zawarto$é opiorfiny w §linie oznaczona testem ELISA wynosi
61 + 23 ng/ml dla kobiet i 59 £ 17 ng/ml dla m¢zczyzn [40]. Niedawno opracowana zostata

metoda oznaczania opiorfiny w $linie z wykorzystaniem techniki LC —MS/MS [41]. Srednia
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zawarto$¢ opiorfiny w $linie oznaczona ta metoda byta ok. szeSciokotnie nizsza niz z
wykorzystaniem testu ELISA. Przez $linianke podzuchwowa szczura oraz prostate dorostych
szczurdw wydzielany jest pentapeptyd o podobnym dziataniu- sialorfina (QHNPR). Zwiazek ten,
podobnie jak opiorfina wykazuje dziatanie przeciwbdlowe, pobudza zachowania seksualne
samcOw szczurdw [42], oraz nasila erekcje u starzejacych si¢ szczurow [43]. Sialorfina jest
inhibitorem neutralnej ekto-endopeptydazy (neprylizyna; NEP, EC 3.4.24.11) [44]. Ekto-
endopeptydaza NEP jest wysoce konserwatywna migdzy gatunkami. Szczurzy i ludzki enzym
charakteryzuje si¢ znacznym podobienstwem sekwencji 93%. Prekursor PROL1, z ktorego jest
wytwarzana opiorfina oraz RATSMRI1, z ktorego jest wytwarzana sialorfina sg kodowane przez te
samg rodzing genow [45-46]. Gen VCSA1L, kodujacy prekursor sialorfiny nalezy do rodziny,
ktorej cztonkow zidentyfikowano u szczurow, ludzi i myszy. Funkcja ludzkiej opiorfiny moze by¢
wiec $cisle zwigzana ze szczurzg sialorfing.

Wiele os6b cierpiagcych na choroby nowotworowe wymaga podawania silnych lekow
przeciwbolowych. Za standard w leczeniu bolu w chorobach nowotworowych przyjeto sie¢ uwazac
podawanie morfiny. Przy dtuzszym jej stosowaniu wyzwala si¢ jednak tolerancja, ktéra zmusza do
stosowania u pacjenta coraz wigkszych dawek. Kolejnym niebezpieczenstwem jest fakt, ze
morfina uzaleznia. Dlatego naukowcy na $wiecie poszukuja nowych lekéw 1 metod
terapeutycznych leczenia bolu. W publikacji H3 wchodzacej w sktad cyklu opisano badania, w
ktorych wykazano, ze opiorfina w dawce 0.3 mg/kg wykazuje dziatanie antynocyceptywne u
myszy w tescie rzucania ogona i ze nie rozwija si¢ tolerancja na ten zwigzek. Dziesieciokrotne
zwickszenie dawek opiorfiny nie powodowalo rozwoju uzaleznienia. Ponadto w teScie
wymuszonego ptywania zaobserwowano, ze opiorfina wykazuje dzialanie przeciwdepresyjne w
dawce 3mg/kg. Uzyskane wyniki wskazujg stosunkowo stabe ale jednoczes$nie korzystne dziatania
podania dootrzewnowego (ip) opiorfiny w ostrym bolu, ktore nie byly powigzane z efektami
ubocznymi towarzyszacymi podaniu opioidéw takimi jak rozwdj tolerancji czy uzaleznienia.
Dodatkowo opiorfina wykazywata dzialanie przeciwdepresyjne. Stosunkowo slabe dziatanie
przeciwbolowe peptydu moze by¢ zwigzane z dootrzewnows drogg podania (ip), ktora moze
ogranicza¢ dotarcie odpowiednich ilosci opiorfiny do struktur kluczowych w przekazywaniu
bodzcoéw bolowych. Moze wynika¢ rowniez ze stabej stabilnosci metabolicznej i/lub dostgpnosci
biologicznej opiorfiny po podaniu ip, poniewaz peptyd wykazuje wilasciwosci hydrofilowe.

Wyniki przeprowadzonych badan maja znaczacy wklad w wyjasnianie roli jakg odgrywa opiorfina
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w organizmie. Badany peptyd nie powoduje typowych dla opioidow efektow ubocznych takich jak
depresja czy uzaleznienie, moze by¢ wiec obiecujacym kandydatem do leczenia depresji u
pacjentdow, ktorzy nie moga stosowa¢ obecnie dostepnych sSrodkow przeciwdepresyjnych.
Wprowadzenie modyfikacji chemicznych zwigkszajacych biodostepno$¢ opiorfiny moze
doprowadzi¢ do otrzymania nowego zwigzku przeciwbdlowego.

W $linie stwierdzono obecnos¢ wielu jonow metali. np. Ag, Au, Cr, Cu, Fe, Ni, and Zn
[47]. Na ich poziom w §linie wplywaja rézne czynniki: uzupeklienia protetyczne, aparaty
ortodontyczne, dieta (rodzaj pozywienia, napoje w tym ujecie wody pitnej), bizuteria, leki,
uzywki, miejsce pracy oraz wiele innych. Jony metali moga wigza¢ si¢ z peptydami lub biatkami,
wplywajac w ten sposob na petnione przez nie funkcje [48-49]. W publikacji H4 podjgto sie¢
sprawdzenia mozliwo$ci wigzania si¢ opiorfiny z jonami Cu (II). W badaniach stosowano metody
potencjometryczne i spektroskopowe (UV-Vis, EPR, CD). Opiorfing otrzymano metoda syntezy w
fazie stalej z zastosowaniem chemii Fmoc.

Badany peptyd tworzy pie¢ monomerycznych kompleksow: CulL, CuH.;L, CuH.,L, CuH.
sk, CuH-4L. Jako pierwszy powstaje kompleks Cul. poprzez utworzenie wigzania mi¢dzy jonem
Cu(ll) i atomem azotu N-koncowej grupy aminowej Jednak charakterystyka spektroskopowa
otrzymanego kompleksu nie byta mozliwa z powodu zbyt niskiego stezenia w badanej probce
(ponizej 10%). Nastepnie tworzy si¢ kompleks CuH.1L poprzez utworzenie wigzan miedzy jonem
metalu i atomem azotu z grupy aminowej oraz mi¢gdzy jonem metalu i atomem azotu z pierwszego
wigzania peptydowego. Taka koordynacje¢ sugeruja pasma charge transfer przy 312 i 270 nm. Przy
wartosciach pH powyzej 6,5 kolejne dwa protony dysocjuja z komplekséw CuH.iL i CuH.L i
powstaje w roztworze CuH_sL. Kompleks CuH.,L osigga najwyzsze st¢zenia okoto 40% w pH 7.
Przy tej wartosci pH wystepuja w roztworze rowniez kompleksy CuH.;L 1 CuH3L o stgzeniu
okoto 30% kazdy, co utrudnia przeprowadzenie badan spektroskopowych dla kompleksu CuH.,L.
Przy wartosciach pH powyzej 7.5 dominuje w roztworze kompleks CuH.sL.

Przesunig¢cie maksimum absorpcji z 668 nm do 517 nm potwierdza wigzania jonu metalu przez
kolejne dwa atomy azotowe tworzac 4N (cztero-azotowg) forme¢ kompleksowg. Obecnos$¢ pasm
CT (charge transfer) na widmie CD przy dlugosci fali: 310, 276 1 250 nm wskazuje na wigzanie
grupy aminowej —NH; oraz na atom azotu z wigzania peptydowego. Na podstawie
potencjometrycznych i spektroskopowych wynikdw mozna bylo zatozy¢, ze kompleks CuH.sL

okresla model wigzania typu: {NH,, N, N’, N}. Ostatecznie w roztworze powyzej pH 9.5
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powstaje kompleks CuH.4L (logBcun-s. - 10gBcun-a. = 10.67), nie zaobserwowano zadnej zmiany
parametrow spektroskopowych dla tego kompleksu co $wiadczy o dysocjacji protonu z grupy
bocznej Arg. Opiorfina tworzy te same typy kompleksow co pentapeptyd GGGGG jednak jest
ona bardziej skuteczna w wigzaniu jonow miedzi (I1). W poréwnaniu do GGGGG opiorfina
tworzy bardziej stabilne kompleksy typu CuH.L, co jest prawdopodobnie spowodowane
obecno$cig bocznych tancuchow trzech reszt aminokwasowych Gin-1, Arg-2 i Phe-3. Jak opisano
powyzej W kompleksie CuH.;L tworza si¢ wigzania jonu Cu(ll) z dwoma atomami azotu (z Glin-1
I Arg-2). Powstawanie tych wigzan moze prowadzi¢ do zmian sterycznych, ktore beda mogty
powodowaé¢ dodatkowo oddziatywania miedzy tancuchami bocznymi GIn-1, Arg-2 i Phe-3.
Oddziatywania te przypuszczalnie moglyby utrudnia¢ wigzanie si¢ drugiego azotu amidowego i
tworzenie kompleksu CuH_;L. Moze mie¢ to takze wptyw na zmniejszenie stabilnosci dysocjacji
protonu z jednej reszty Arg.

Dane otrzymane dla opiorfiny w pracy H4 zachgcaja do sprawdzenia jak z jonami Cu(Il) bedzie
wigzala si¢ sialorfina jak rdwniez ich analogi posiadajace w pozycji 1 reszte piroglutaminy (Glp).
Cechg charakterystyczng obu peptydow jest reszta glutaminy na N-koncu. Dane dostgpne w
literaturze wskazuja, ze w warunkach fizjologicznych N-koncowa reszta glutaminy moze ulegaé
przeksztatcaniu do struktury cyklicznej zwanej piroglutaming (Glp) [50]. Przedstawione w pracy
H4 badania dostarczyly informacji w jaki sposob jony miedzi (II) wigza si¢ z opiorfing. Moga by¢

pomocne przy badaniu wptywu jonéw metali na wtasciwos$ci biologiczne opiorfiny.

I1. Synteza i badania struktura aktywnos¢ analogéw peptydow przeciwdrobnoustrojowych

gramicydyny S [H5], histatyny 5 [H6] i LL37 [H6]

Przedmiotem publikacji H5 byla synteza i badania struktura aktywno$¢ analogow
Gramicydyny S (GS). GS jest cyklicznym dekapeptydem o sekwencji cyklo-(Val-Orn-Leu-D-
Phe-Pro),, wyizolowanym z bakterii Bacillus brevis. Badania konformacyjne wykazaty, iz GS
sklada si¢ z dwoch antyrownoleglych B-kartek potaczonych B-zgieciami typu II’, ktorych
centralng czg$¢ stanowig reszty D-Phe-Pro. Struktura GS wykazuje charakter amfipatyczny.
Czes¢ hydrofobowa utworzona jest przez reszty Val i Leu, z kolei cze$¢ hydrofilowa przez reszty

Orn. Pomimo swojego szerokiego spektrum dziatania zarowno na bakterie Gram-dodatnie jak i
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Gram-ujemne, a nawet niektore grzyby, GS nie jest stosowana w terapii ze wzgledu na wysoka
toksyczno$¢ u ludzi. Z danych literaturowych wiadomo, ze analogi GS zawierajace reszty D-His
I Lys zamiast reszt D-Phe i Orn charakteryzowaly si¢ dobra aktywnoscig biologiczng i
wykazywaly zmniejszong toksyczno$¢ [51-52]. Zamiana miejscami reszty Lys z resztami
sgsiadujgcymi Leu lub Val oraz zmiana konfiguracji reszty Lys w 14 aminokwasowym analogu
GS prowadzita do zaburzenia momentu amfipatycznego. Otrzymany peptyd charakteryzowat si¢
zwickszong selektywnos$cia i obnizong toksycznoscig [53]. Podobne modyfikacje wprowadzono
do analogu GS cyklo-(Val-Lys-Leu-D-His-Pro), I, otrzymujac trzy analogi: cyklo-(Val-Leu-Lys-
D-His-Pro-Val-Lys-Leu-D-His-Pro) I, w ktoérym reszte¢ Lys w pozycji 2 zamieniono z reszta
Leu w pozycji 3; cyklo-(Lys-Val-Leu-D-His-Pro-Val-Lys-Leu-D-His-Pro) 111, w ktérym reszte
Lys w pozycji 2 zamieniono z reszta Val w pozycji 1; cyklo-(Val-D-Lys-Leu-D-His-Pro-Val-
Lys-Leu-D-His-Pro) 1V, w ktorym zmieniono konfiguracje reszty Lys w pozycji 2 na D. Badania
konformacyjne analogu | wykazaly, iz podobnie jak GS przyjmuje on konformacje
antyrownoleglej B-kartki, w ktorej obie nici potaczone sa B-zgieciami typu II” z resztami D-His-
Pro w ich centralnej cze$ci. Struktura B-kartki stabilizowana jest wigzaniami wodorowymi
NH(Lys3)-O(Val6), NH(Leu8)-O(Vall) oraz NH(Vall)-O(Leu8). Podobnie, peptyd I
charakteryzuje si¢ wystepowaniem struktury B-kartki. Niemniej jednak struktura ta jest krotsza
niz w przypadku analogu | i stabilizowana jest tylko przez dwa wigzania wodorowe: (Lys3)—
O(Val6) oraz NH(Leu8)-O(Vall). Z kolei analogi 111 i IV nie tworzg struktury p-kartki.

Pomimo réznic w konformacjach badanych analogéw, struktury wszystkich peptydéw
charakteryzuja si¢ amfipatyczno$cig. Oznacza to, ze mozna wyrdzni¢ w ich strukturach dobrze
zdefiniowang cze$¢ polarng i niepolarng. Polarng czgs¢ tworzg reszty Lys i D-His, a pozostate
reszty aminokwasowe tworzg stron¢ hydrofobowa peptydow. W przypadku analogu | tancuchy
boczne reszt Lys i D-His umiejscowione sg po tej samej stronie pierscienia tworzac duzy polarny
region. W pozostatych analogach tancuchy boczne reszt Lys i D-His sa umieszczone po
przeciwnych stronach pierscienia, prowadzi to do niesymetrycznego rozmieszczenia tadunku
elektrostatycznego wzgledem powierzchni pier§cienia. Obecno$¢ kationowych tancuchow
bocznych reszt Lys w niepolarnej czesci peptydow zmniejsza moment hydrofobowy czasteczek i
prawdopodobnie wptywa na aktywnos$¢ analogdbw GS. Otrzymane zwiazki nie wykazywaty
aktywnos$ci hemolitycznej. Jedynie w przypadku analogu I, w ktorym reszt¢ Lys w pozycji 2

zamieniono z reszta Leu w pozycji 3 obserwowano lize komoérek przy stezeniu 1000 pug/ml.
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Badane zwiagzki nie wykazywaly aktywnosci zarbwno wobec bakterii Gram-ujemnych, Gram-
dodatnich jak 1 grzybéw. Badania mikrobiologiczne prowadzono wobec szczepdw
referencyjnych bakterii Gram-dodatnich: Bacillus subtilis ATCC 9372, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Rhodococcus equi ATCC 6939, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990; bakterii Gram-ujemnych: Escherichia coli ATCC
8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Proteus vulgaris ATCC6038 oraz grzybow
Candida albicans ATCC10231. Wprowadzone modyfikacje do analogdbw majace na celu
zaburzenie momentu amfipatycznego spowodowaly destabilizacje struktury drugorzedowe;j
prowadzac do zaniku aktywnos$ci mikrobiologicznej. Obecnos¢ P struktury z odpowiednim
rozmieszczeniem potencjatéw hydrofobowych i hydrofilowych wzgledem jej powierzchni jest
kluczowa dla zachowania aktywnos$ci biologicznej i niskiej aktywnos$ci hemolitycznej analogdéw
GS. Badania wigkszej grupy peptydow zawierajacych tego typu modyfikacje pozwolityby lepiej
pozna¢ rol¢ rozmieszczenia reszt hydrofobowych i hydrofilowych po przeciwnych stronach g
struktury 1 ich wplyw na konformacj¢ peptydu. Otrzymane wyniki moga zosta¢ wykorzystane do
planowania nowych analogdw GS o Kkorzystniejszym profilu farmakologicznym. Lepsze
zrozumienie cech strukturalnych odpowiedzialnych za spos6b dziatania peptydow jest kluczowe
dla rozwoju nowej generacji antybiotykow.

Synteze analogow GS przeprowadzono metoda syntezy W fazie stalej z zastosowaniem
chemii Fmoc [H5]. Klasyczne podejscie do syntezy N-koniec C-koniec cyklicznych peptydow
obejmuje przygotowanie czesciowo chronionych liniowych prekursorow w roztworze lub metoda
syntezy w fazie stalej, a nastgpnie przeprowadzenie cyklizacji w roztworze w warunkach duzego
rozcienczenia peptydu [54-57]. Do przeprowadzenia syntezy chronionych liniowych prekursoréw
odpowiednia jest zywica 2-chlorotritylowa [58]. Zdejmowanie produktu z zywicy 2-
chlorotritylowej prowadzi si¢ w warunkach tagodnych stosujac nastepujace mieszaniny: kwas
octowy (AcOH)/DCM/TFE [59-60] lub 1-5% TFA w DCM zawierajacym 5% triizopropylosilanu
(TIS) [61]. Metody opisane w literaturze wymagaja obecnosci rozpuszczalnika nieprzyjaznego
dla $rodowiska jakim jest DCM. Opracowano nowag, prosta metode zdejmowania chronionych
peptydow z zywicy 2-chlorotritylowej, ktora zostata wykorzystana w syntezie analogéw GS. Do
zdejmowania chronionych peptydow z no$nika stosowano 50% roztwér AcOH w toluenie w
temperaturze 40°C (3 X 2 godz.). Po zdjeciu z nosnika w tych warunkach otrzymane peptydy

miaty chronione tancuchy boczne. Zywice odsaczano a roztwory odparowywano pod
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zmniejszonym ci$nieniem. Peptydy wytrgcano zimng wodg, odwirowywano i liofilizowano.
Wydajnos$ci zdejmowania z no$nika chronionych liniowych peptydow byty nastepujace: 79-86 %
po pierwszych dwoch godzinach zdejmowania z no$nika, 13-18% po kolejnych 2 godz. i 1-3%
po ostatnich 2 godzinach. Czystos¢ HPLC chronionych peptydow po zdjeciu z no$nika byta
powyzej 90 %. Stosowany do zdejmowania peptydu z zywicy 2-chlorotritylowej ciepty roztwor
AcOH w toluenie moze by¢ tatwo odparowany pod zmniejszonym ci$nieniem po zakonczeniu
reakcji 1 jest bardziej przyjazny Srodowisku niz roztwor kwasu trifluorooctowego w
dichlorometanie. Opisana metoda moze by¢ wykorzystywana do otrzymywania cyklicznych
peptydow. Poza tym metoda ta jest tak prosta, ze moze by¢ stosowana zar6wno w syntezie
peptydow w skali laboratoryjnej jak 1 w syntezie prowadzonej w wickszej skali.

Celem publikacji H6 byta synteza i badania zaleznosci struktura aktywno$¢ N-koniec C-
koniec cyklicznych analogéw LL37 i histatyny 5. LL37 jest peptydem przeciwdrobnoustrojowym
o szerokim spektrum dziatania, podczas gdy histatyna 5 charakteryzuje si¢ przede wszystkim
dziataniem przeciwgrzybiczym. LL37 wystepuje w neutrofilach, komoérkach nabtonka, $liniance
podzuchwowej, §linie. Histatyna 5 wystepuje w S$liniankach. Peptydy te sg wrazliwe na
proteolityczng degradacje, co ogranicza mozliwosci podawania ich droga doustng. Jednym ze
sposobow zwigkszenia stabilnosci peptydow jest cyklizacja, ktora czesto prowadzi do otrzymania
peptydow, wykazujacych zwigkszong aktywno$¢ biologiczng [62-64]. W celu zbadania
zalezno$ci struktura aktywnos$¢ zsyntezowano i zbadano LL37, histatyn¢ 5 i ich N-koniec C-
koniec cykliczne analogi. Badania mikrobiologiczne prowadzono wobec szczepow
referencyjnych bakterii Gram-dodatnich: Bacillus subtilis ATCC 9372, Rhodococcus equi ATCC
6939, Staphylococcus aureus ATCC 6538; bakterii Gram-ujemnych: Escherichia coli ATCC
8739, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa oraz grzybow Candida
albicans ATCC10231, Candida tropicalis i Aspergillus niger. Histatyna 5 i jej cykliczny analog
nie wykazywaty aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej w badanym zakresie stezen. LL37 i jego
N-koniec C-koniec cykliczny analog wykazywaly podobng aktywno$¢ wobec bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych. W przypadku LL37 i jego analogu rodzaj pozywki wptywat na
wyniki badan mikrobiologicznych wobec bakterii: S. aureus, B. subtilis i E. coli. LL37 i jego
analog byly bardziej aktywne w pozywce Bacto-peptone niz w pozywce Mueller-Hinton.
Roéznice byly od jednego do czterech rozciefczeh. Najwigksza roznica W aktywnos¢

przeciwbakteryjnej spowodowana zmiang pozywki byta obserwowana w przypadku bakterii S.
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aureus. Zaréowno LL37 jak 1 jego cykliczny analog wykazywaly znaczaca aktywnos$¢
przeciwgrzybicza przy stezeniach 128 upg/ml. Catkowite zahamowanie wzrostu grzybow
obserwowano przy 512 ug/ml. LL37, histatyny 5 i ich cykliczne analogi nie wykazywaty
aktywnosci hemolitycznej w badanym zakresie stezen.

Strukture  cyklicznych  peptydow  oznaczano w  dwoch  uktadach  micelarnych,
dodecylofosfocholinie (DPC) i dodecylosiarczanie sodu (SDS). Pierwszy uktad tworzy micele
zbudowane z jondéw obojnaczych, drugi micele na powierzchni ktorych zgromadzony jest
tadunek ujemny. Stosowane micele imituja odpowiednio s$rodowisko bton biologicznych
kregowcow i mikroorganizmow. Strukture cyklicznych peptydéw zbadano z wykorzystaniem
spektroskopii dichroizmu kotowego. Oba cykliczne peptydy ulegaty zmianom konformacyjnym
prowadzacym do stabilizacji struktury o-helikalnej w uktadzie z SDS. Niemniej jednak, w
przypadku cyklicznej histatyny 5 do utworzenia struktury helikalnej w roztworze SDS, niezbedna
byla obecno$¢ jonow Zn**. Dziatanie jonow Zn?* przypisywane jest obecnosci sekwencji  His-
Glu-X-X-His wiazacej jony Zn?* [65]. Nalezy jednak podkresli¢, iz obecno§é jonow Zn** w
roztworze wodnym nie zwierajacym miceli SDS nie powodowata tworzenia struktury helikalne;.
W uktadzie micelarnym DPC tylko cykliczny analog LL37 przybierat strukture helikalng.
Synteze cyklicznych analogow N-koniec C-koniec LL37 i histatyny 5 przeprowadzono metoda
syntezy w fazie stalej z zastosowaniem chemii Fmoc. Chroniong histatyne 5 i LL37 zdejmowano
z no$nika stosujac zmodyfikowang metod¢ opracowang przy syntezie analogéw GS.
Wprowadzona zmiana polegala na uzyciu promieniowania mikrofalowego (50% AcOH w
toluenie, 30W, 40°C) zamiast konwencjonalnego ogrzewania. Zdejmowanie peptydow z zywicy
2-chlorotritylowej przebiegalo znacznie szybciej w obecnosci mikrofal niz przy zastosowaniu
konwencjonalnego ogrzewania. Czas potrzebny do zdjecia chronionego peptydu z no$nika byt
zalezny od jego sekwencji. Chroniony LL37 jest bardziej hydrofobowy niz chroniona histatyna 5,
stad zdejmowanie LL37 z nosnika przebiegato dtuzej. Uzycie promieniowania mikrofalowego
zwykle wptywa zaréwno na wzrost czystoSci surowego produktu jak i wydajnosci czystego
produktu [66-67]. Czystos¢ HPLC surowych produktéw otrzymanych metodg z uzyciem mikrofal
byla tylko nieco wyzsza niz w metodzie z konwencjonalnym ogrzewaniem. Wydajnosci
zdejmowania chronionych peptydow LL37 i Histatyny 5 z zywicy metoda mikrofalowa byty

odpowiednio 0 5% i 0 7% wigksze, niz w przypadku metody z konwencjonalnym ogrzewaniem.
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W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze chronione peptydy mogg by¢ z
powodzeniem zdejmowane z zywicy 2-chlorotritylowej w 50% AcOH w toluenie w 40°C wobec
promieniowania mikrofalowego. Wprowadzona modyfikacja powoduje, ze przedstawiona
metoda jest znacznie mniej czasochtonna. Moze by¢ przydatna do otrzymywania chronionych
fragmentow peptydowych, ktoére moga by¢ wykorzystywane w syntezie N-koniec C-koniec
cyklicznych peptydow lub do kondensacji fragmentow peptydowych.

IIl. Synteza i badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej lipopeptydow, i

porownywanie jej z aktywnoscia lekéw tradycyjnych [H7-H13]

Aktywno$¢ przeciwgrzybicza Pal-KK-NH, a tradycyjne leki [H7-H10]

W ciagu ostatnich kilku dziesigcioleci wzrosta znaczaco ilo§¢ zakazen grzybami Candida
a wraz z nimi zwigkszaja si¢ potrzeby stosowania srodkow przeciwgrzybiczych. Jednoczes$nie
wraz ze wzrostem liczby zakazen Candida spp. ro$nie ilos¢ zakazen wykazujacych opornos¢ na
tradycyjne triazolowe leki przeciwgrzybiczne jak flukonazol i opornos¢ krzyzowa na nowsze
triazole. W sktad prawidtowej flory jamy ustnej wchodzg rozne szczepy Candida. Najczesciej
kojarzonym szczepem z jamg ustng jest Candida albicans ale rowniez inne Candida spp byty
wyizolowane z jamy ustnej: C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusi, C. dubliniensis
zaréwno od osobnikow bez infekcji grzybiczej jak i z infekcja [4-5]. Czasami w jamie ustnej
znajdowane sa rowniez grzyby nie nalezace do rodzaju Candida takie jak Cryptococcus
neoformans, Rhodotorula glutinis i Saccharomyces cerevisae. Okoto 40 % [6], a wedlug
niektorych doniesien nawet 60% [68] populacji jest bezobjawowymi nosicielami Candida, to
jednak w stanach zmniejszonej odpornosci u tych 0s6b moze rozwija¢ si¢ oportunistyczna
infekcja grzybicza. Sytuacje te zdarzajg si¢ cze¢sciej np. u chorych na astme, na cukrzyce czy
HIV, u pacjentow po antybiotykoterapii, ktora zaburza réwnowage mikroflory jamy ustnej.
Wykazano, ze u pacjentow z uposledzong odpornoscig czgsciej wystepowaty niektore infekcje,
np. grzybicze zapalenie przelyku czy zapalenie ptuc przy wspotistniejacej masywnej kolonizacji
jamy ustnej przez gatunki z rodzaju Candida [69]. Oportunistyczne infekcje Candida spp
rozpowszechnione sg rowniez u osoéb w podesztym wieku, ktore maja zmniejszone wydzielanie

Sliny lub nosza uzupelnienia protetyczne. Wybor wilasciwego sposobu leczenia infekcji
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grzybiczej zalezy od miejsca i rozmiaru zakazenia, jak rowniez 0d skutecznos$ci, bezpieczenstwa
oraz kinetyki i profili dostgpnych lekow.

Przeprowadzone w pracy H7 badania miaty na celu porownanie aktywnosSci przeciwgrzybiczej
krotkiego lipopeptydu Pal-KK-NH, (PAL) [70-72] z tradycyjnymi lekami przeciwgrzybiczymi
(amfoterycyna B, flukonazol, kaspofungina). Badania prowadzono na 24 szczepach klinicznych
Candida : 4 szczepy Candida albicans, 4 Candida parapsilosis, 4 Candida glabrata, 4 Candida
krusei, 4 Candida tropicalis i 4 Candida guilliermondii. Grzyby izolowano z krwi, uktadu
pokarmowego, uktadu oddechowego, uktadu moczowego, ze zmian na paznokciach
Wykorzystywano rowniez szczepy referencyjne Candida albicans ATCC 90029, Candida
parapsilosis ATCC 22019, Candida tropicalis ATCC 750 i Candida krusei ATCC 6258.
Wszystkie badane zwigzki byly aktywne wobec szczepoéw klinicznych w badanym zakresie
stezen, w szczegOlnosci kaspofungina i amfoterycyna, ktore wykazywaly nizsze minimalne
stezenia hamujgce wzrost niz flukonazol i lipopeptyd. Szczegolnie interesujace wyniki otrzymano
dla C. krusei, ktora byta znacznie bardziej wrazliwa na Pal-KK-NH; niz na flukonazol. Ponadto
obserwowano dziatanie synergistyczne Pal-KK-NH, /flukonazol, Pal-KK-NH, / amfoteryczna B,
a w szczegolnosci dla Pal-KK-NH; / kaspofungina.

Otrzymane wyniki sg interesujgce, poniewaz Synergizm pomiedzy Pal-KK-NH; i
kaspofunging moze by¢ przydatny w badaniach klinicznych do leczenia inwazyjnych zakazen
grzybiczych. Wedtug mojej wiedzy byly to pierwsze badania dziatania Synergistycznego
lipopeptydu i lekow przeciwgrzybiczych w warunkach in vitro. Dlatego badania kliniczne
majace na celu ocene potencjalnej uzytecznosci terapii kombinowanych a w szczegoélnosci
zbadanie toksycznosci Pal-KK-NH; powinny by¢ wykonywane.

Oprécz C. albicans infekcje grzybicze jamy ustnej moze powodowaé Cryptococcus
neoformans [73-75]. Jest to oportunistyczny patogen grzybiczy, ktory moze roéwniez powodowac
zapalenie opon mézgowych u pacjentow z obnizona odpornoscig, glownie U 0sob zakazonych
wirusem HIV. Leczenie kryptokokowego zapalenia opon moézgowych polega na podawaniu
amfoterycyny B lub leczeniu skojarzonym amfoterycyna B i 5-fluorocytozyng. Leki azole takie
jak flukonazol lub itrakonazol sa stosowane w leczeniu podtrzymujacym, w celu uniknigcia
nawrotow choroby. W literaturze mozna znalez¢ kilka doniesien dotyczacych wystgpowania
opornosci na amfoterycyn¢ B, flukonazol, lub itrakonazol. Powszechne stosowanie flukonazolu

do leczenia dtugoterminowego kryptokokozy moze prowadzi¢ do rozwoju mniej wrazliwych
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szczepéw na ten lek [76-77]. Wystepowanie opornosci motywuje do poszukiwania nowych
zwigzkow o alternatywnych mechanizmach dziatania. Wsrod kandydatow do nowej klasy lekow
przeciwgrzybiczych  znajdujg  si¢  peptydy  przeciwdrobnoustrojowe. W  ramach
przeprowadzonych badan [praca H8] okre$lono in vitro aktywnos¢ Pal-KK-NH, oraz jego
dziatanie synergistyczne z amfoterycyng B i flukonazolem na 14 szczepach C. neoformans
wrazliwych na dziatanie amfoterycyny B i flukonazolu. Szczepy wyizolowano z krwi i ptynu
mozgowo rdzeniowego. Wartosci minimalnego stezenia hamujacego wzrost lipopeptydu Pal-KK-
NH; wynosity od 1,0 do 4,0 ug/ml. Dziatanie synergistyczne Pal-KK-NH, z amfoterycyna B byto
obserwowane dla trzech z czternastu badanych szczepdéw. Dziatanie grzybobojcze Pal-KK-NH,
(6 godz.) bylo szybsze niz amfoterycyny B (24 godz.) na szczep H99. Ponadto obie substancje
wykazywaly grzybobdjcze dziatanie wzgledem pozostatych szczepoéw po 24 godz. inkubacji.
Znaczaca aktywnos$¢ przeciwgrzybicza Pal-KK-NH; i dziatanie synergistyczne z amfoterycyng B
sugeruja, ze moze on by¢ obiecujagcym kandydatem do leczenia infekcji powodowanych przez C.
neoformans. Obecnie podstawowym lekiem do leczenia kryptokokozy jest amfoterycyna B sama
lub w terapii skojarzonej z 5-fluorocytozyng. Niestety, amfoterycyna B jest lekiem bardzo
toksycznym. Zbadany lipopeptyd charakteryzuje si¢ szeroka aktywnoS$cia przeciwgrzybiczg in
vitro, wykazuje dzialanie bakteriobdjcze podobne do amfoterycyny B i nie powoduje
powstawania antagonizmu wobec dwoch lekow obecnie stosowanych w leczeniu infekcji
grzybiczych powodowanych przez C. neoformans.

W pracach H9 i H10 zbadano mozliwos¢ wykorzystania Pal-KK-NH; w leczeniu zakazen
o innej lokalizacji niz jama ustna ale w stosunku do ktorych prowadzi si¢ terapi¢ zaréwno
miejscowq jak i ogdlnoustrojowg. W pracy H9 zbadano in vitro wptyw Pal-KK-NH, na wzrost
dermatofitow. Do leczenia infekcji powodowanych przez dermatofity stosuje si¢ flukonazol,
itrakonazol, terbinafing. Dostgpne sa dane literaturowe sugerujace wystepowanie opornosci na
tradycyjne leki. Wczesniej wykazano, ze Pal-KK-NH, jest aktywny wobec wielu Gram-
dodatnich ziarenkowcow([72] i grzybow [H7,H8]. Podjeto si¢ rowniez sprawdzenia wptywu Pal-
KK-NH; na wzrost dermatofitow [H9-H10]], bowiem jednym z potencjalnych miejsc,
szczegolnie miejscowego dziatania tego typu zwigzkow oprécz jamy ustnej moze by¢ skora,
paznokcie. Badania przeprowadzono na izolatach dermatofitow pobranych ze zmian skérnych,
wlosow 1 paznokci pacjentow. Minimalne stezenia hamujace wzrost (MIC) peptydu Pal-KK-NH;

przyjmowaty wartosci od 0,25 do 16 pg/ml i byly podobne do MIC flukonazolu. Synergia byta
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obserwowana odpowiednio w 67%, 52% i 15% dla nastgpujacych uktadéw Pal-KK-NHy/
intrakonazol, Pal-KK-NHj/terbinafina i Pal-KK-NHy/flukonazol. Antagonizm nie byt
obserwowany w zadnym z badanych uktadow. Przeprowadzone badania wykazaty, ze Pal-KK-
NH, ma potencjalne mozliwo$ci dziatania przeciwko dermatofitom. Ponadto, aktywno$¢ jego w
warunkach in vitro moze by¢ zwigkszona przez potaczenie z obecnie dopuszczonymi do obrotu
lekami. Badany lipopeptyd moze by¢ stosowany w postaci aerozolu, lakieru lub masci, moze
stanowi¢ w przyszlosci cenne uzupelnienie terapii przeciwgrzybiczej w szczegdlnosci w
potaczeniu z leczeniem konwencjonalnym opornych zakazen powodowanych przez dermatofity.
Poprzednie badania interakcji lekow przeciwko kilku grzybom, takim jak Aspergillus spp. lub
Cryptococcus neoformans wykazaty,ze wystepowanie synergizmu w warunkach in vitro moze si¢
przetozy¢ na korzysci terapeutyczne W warunkach in vivo. Laczenie terapii miejscowej z
ogolnoustrojowa jest w wielu wypadkach korzystne. Przeprowadzone badania dostarczaja
interesujacych danych na temat wrazliwosci in vitro dermatofitow na lipopeptyd (PAL) w
monoterapii, jak rowniez w terapii skojarzonej z tradycyjnymi lekami.

W pracy H10 przeprowadzono badania majace na celu pordéwnanie aktywnos$ci
przeciwgrzybiczej Pal-KK-NH, z vy-terpinenem i z tradycyjnym lekiem przeciwgrzybiczym
flukonazolem. vy-Terpinen jest sktadnikiem rosliny leczniczej Melaleuca alternifolia o
wiasciwos$ciach przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych.

Badania przeprowadzono na izolatach dermatofitow pobranych ze zmian skornych,
wloséw 1 paznokci pacjentow. Zrealizowane badania wykazaty, ze Pal-KK-NH; in vitro
charakteryzuje si¢ aktywnos$cig wzgledem dermatofitow przynajmniej podobng do flukonazolu 1
sugerujg, ze Pal-KK-NH; jest obiecujacym kandydatem do leczenia infekcji powodowanych
przez dermatofity. Miejscowe leczenie dermatoz preparatami przeciwgrzybiczymi na og6t jest
wystarczajace. Jednak w pewnych okolicznosciach, takich jak rozleglte infekcje czy infekcje
paznokci lub skéry glowy leczenie miejscowe moze by¢ niewystarczajace. W takich przypadkach
konieczne bedzie wlaczenie leczenia ogoélnego. Jednak dermatozy s3a zwykle infekcjami
powierzchniowymi i lipopeptydy moglyby by¢ stosowane w postaci lakieréw, aerozolu lub
masci, z ktorych przenikatyby do warstwy rogowej naskorka leczac infekcji. Doustne leki takie
jak flukonazol lub intrakonazol sa lekami przeciwgrzybiczymi stosowanymi obecnie w leczeniu
ciezkich zakazen. Oporno$¢ na flukonazol pojawita si¢ w przypadku kilku patogenow

grzybowych i chociaz rzadko ale dotyczy rowniez klinicznych izolatow dermatofitow. Dlatego
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substancje przeciwgrzybicze o nowym sposobie dziatania sg poszukiwane. Wyniki dotyczace
Pal-KK-NH; sa zachecajace i wskazuja, ze zwigzek ten zastuguje na dalsze badania jako

potencjalny kandydat do leczenia infekcji powodowanych dermatofitami.

Badania wrazliwosci biofilmu S aureus na lipopeptydy i tradycyjne leki [H11, H12]

Pierwszym etapem ewaluacji zwigzkow  jako potencjalnych lekow
przeciwdrobnoustrojowych  jest ocena ich aktywno$ci in vitro w stosunku do szczepoéw
referencyjnych, a nastepnie klinicznych drobnoustrojéw. Zgodnie z biezacymi doniesieniami
literaturowymi niezwykle wazna jest takze aktywno$¢ zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych w
stosunku do biofilmu. Sg to trojwymiarowe dobrze zorganizowane struktury ztozone z kolonii
drobnoustrojéw otoczonych polisacharydowym matriks zaopatrzonym w kanaly transportujace
substancje odzywcze 1 wode. Mikroorganizmy wchodzace w sklad biofilmu odznaczaja sie
zwigkszong oporno$cig na stosowane chemioterapeutyki w poréwnaniu z wolnoptywajacymi
komorkami tego samego szczepu. Uwaza si¢, ze biofilm jest odpowiedzialny za ponad 60%
infekcji o przewleklym lub nawrotowym przebiegu oraz za zakazenia zwigzane z implantami i
innymi sztucznymi elementami zar6wno w jamie ustnej jak i innych miejscach ludzkiego
organizmu.

W pracy H11 realizowano badania majace na celu ocen¢ wrazliwosci biofilmu S. aureus
[78-80] na peptydy przeciwdrobnoustrojowe. Na 30 szczepach klinicznych gronkowca ztocistego
wykonano oznaczenia aktywnosci krotkich lipopeptydow (Pal-KK-NH,, Pal-RR-NH,, Pal-KRK-
NH,, Pal-KeK-NH,, Pal-RR-NH; and Laur-OOC-NH,) oraz antybiotykow konwencjonalnych
(ampicylina, chloramfenikol, clindamycin, erytromycyna, fusidic acid, linezolid, mupirocyna,
wankomycyna) w stosunku do bakteryjnych hodowli planktonowych oraz biofilmow
formowanych na powierzchni polistyrenowej. Na podstawie wynikdw oznaczeh minimalnego
stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego zidentyfikowano wiele
szczepéw opornych na wigkszo$¢ antybiotykow stosowanych powszechnie w lecznictwie
(ampicyling, chloramfenikol, erytromycyne oraz mupirocyne¢). Krotkie lipopeptydy byty aktywne
w stosunku do wszystkich badanych szczepow. Badania aktywnos$ci zwigzkow w stosunku do
biofilmu wykazaty niemal zupelny brak aktywnosci konwencjonalnych antybiotykow. Wigkszos¢

szczepdw bylta zdolna do produkcji struktur niewrazliwych na wszystkie antybiotyki z wyjatkiem
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wankomycyny. Badane lipopeptydy wykazaly aktywnos$¢ zblizong do aktywnosci tego
antybiotyku.

Inne badania [H12] pozwolily wykaza¢ synergizm pomig¢dzy przeciwgronkowcowym
dziataniem kroétkich lipopeptydow (Pal-Lys-Lys i Pal-Lys-Lys-NH;) i wankomycyng. Badania in
vitro w stosunku do komoérek wolnoptywajgcych wykazaty obnizenie warto$ci minimalnego
stezenia hamujacego wzrost oraz minimalnego stgezenia bakteriobojczego wankomycyny
stosowanej w kombinacji z lipopeptydami. Wankomycyna i oba lipopeptydy wykazaty
porownywalng aktywno$¢ w stosunku do biofilmu gronkowcowego. Stwierdzono takze
synergizm dziatania pomiedzy tymi substancjami. Badanie in vivo obejmowalo opracowanie
szczurzego modelu infekcji gronkowcowej wywolanego przez implantacje zakazonej protezy
dakronowej do tkanki podskornej szczura. Zwierzgta otrzymywaly badane zwigzki droga
dootrzewnowa w monoterapii jak i w terapii skojarzonej. Otrzymane wyniki wykazaly wysoka
aktywno$¢ kombinacji wankomycyny wraz z lipopeptydami w zapobieganiu gronkowcowym

infekcjom naczyniowym.

Aktywnos¢ przeciwbakteryjna dimeru Laur-CKK-NH; a tradycyjne leki [H13]

W jamie ustnej oprocz infekcji grzybiczych wystepuja infekcje bakteryjne. Jednym z
patogenow odpowiedzialnych za schorzenia bakteryjne jamy ustnej oraz towarzyszace im
infekcje odpowiedzialna jest bakteria Gram-dodatnia Enterococcus faecalis. Bakteria ta moze
powodowac: zapalenie wsierdzia (pierwotnym Zrddlem zakazenia moga by¢ np. bakterie, ktore
po ekstrakcji zeba lub stanie zapalnym dzigset dostaly si¢ do krwiobiegu), bakteriemie, zakazenia
ran po zabiegach chirurgicznych, zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych. Lekiem ostatniej
szansy w ciezkich zakazeniach bakteriami Gram-dodatnimi i opornymi na inne leki
przeciwbakteryjne jest wankomycyna. Jednak stale rosnie liczba szczepdéw opornych na ten
antybiotyk. Motywuje to wiele osrodkéw do poszukiwania nowych antybiotykow aktywnych
wobec opornych na wankomycyne bakterii. W ostatnich latach wprowadzony zostal do
lecznictwa nowy antybiotyk (cykliczny lipopeptyd) daptomycyna, aktywny wobec bakterii
Gram-dodatnich. Daptomycyna dziata na bton¢ komorkowa bakterii. Antybiotyk ten zostat
dopuszczony w Stanach Zjednoczonych i w Europie do leczenia skomplikowanych zakazen

skory i tkanek miekkich, wywolywanych przez Staphylococcus spp. i Streptococcus spp. oraz
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prawostronnego infekcyjnego zapalenia wsierdzia 1 bakteriemii wywolywanych przez
Staphylococcus aureus. W publikacji H13 przeprowadzono synteze i badania majace na celu
oceng In vitro i in vivo rodzaju oddziatywania miedzy dimerem Laur-CKK-NH, i daptomycyna
uzywajgc dwoch szczepow Enterococcus faecalis o roznej wrazliwosci (E. faecalis ATCC 29212
wrazliwy na wankomycyne, E. faecalis ATCC 51299 oporny na wankomycyne). Daptomycyna
wykazywata odpowiednio wartosci MIC 1 i 4 mg/L dla E. faecalis ATCC 29212 i E. faecalis
ATCC 51299. Laur-CKK-NH; dimer wykazywat MIC 8 mg/L dla obu szczepoéw. Badania
wykazaly synergizm mi¢dzy dimerem Laur-CKK-NH; i daptomycyng. Badania cytotoksycznosci
przeprowadzono na komorkach A-549 ludzkiego raka ptuc dla stezen dimeru 1x i 2x MIC.
Dziatanie cytotoksyczne dimeru Laur-CKK-NH; w badanych st¢zeniach bylo nieznaczne 3.2%.
U myszy, na ktorych przeprowadzono badania in vivo nie obserwowano efektow ubocznych ani
reakcji nadwrazliwosci na dimer Laur-CKK-NH,. U myszy nie zainfekowanych ale leczonych
dimerem lipopeptydu nie zaobserwowano zmian parametrow fizjologicznych.

W badaniach in vitro zaobserwowano, ze dimer Laur-CKK-NH; zapobiega powstawaniu
opornosci na daptomycyng¢ oraz wykazano synergistyczne dziatanie miedzy dimerem Laur-CKK-
NH, i daptomycyng. Niemniej jednak, mechanizm tego oddziatywania jest nieznany. Rola
lipopeptydow w dziataniu synergistycznym moze polegaé na zaburzaniu struktury $ciany
komorkowej, umozliwiajac tym samym lepszg penetracj¢ i aktywno$¢ daptomycynie.
Zastosowanie terapii skojarzonej dimeru z daptomycyng prowadzito do znacznego zmniejszenia
$miertelnosci (6,7%) i bakteremii w poréwnaniu z monoterapig zarowno w przypadku infekcji
powodowanej E. faecalis ATCC 29212 jak i E. faecalis ATCC 51299. Otrzymane wyniki
sugerujg, ze sposob dziatania badanych zwigzkéw moze by¢ komplementarny. Przeprowadzone
badania wykazaty, ze dimer Laur-CKK-NH; wykazuje dziatanie synergistyczne z daptomycyng i
jednoczesnie zapobiega powstawaniu opornosci na daptomycyne, co sugeruje, ze jest on dobrym

kandydatem do leczenia cigzkich infekcji powodowanych przez enterokoki.

IV. Wplyw peptydow przeciwdrobnoustrojowych na aktywnos¢ przeciwnowotworowg
[H14]

Glowny mechanizm dziatania peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMPS) polega na

oddziatywaniu z btong komoérkowa 1 uszkadzaniu jej. Kluczowe jest tworzenie amfipatycznych
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struktur, ktore utatwiajg AMPs oddziatywanie z blong komérkowa. AMPs o budowie kationowej
moga elektrostatycznie oddzialywa¢ z blong i gromadzi¢ si¢ na niej. Gdy krytyczne stezenie
AMPs zostanie osiagni¢te, zachodza zmiany konformacyjne peptydow prowadzace do
uszkodzenia blony komoérkowej. Chociaz wydaje si¢, ze wigkszos¢ AMPs gtownie oddziatywuje
z btong to nie rzadko wystgpuja rowniez peptydy, ktore wnikajg do cytoplazmy i powodujg
wewnatrzkomoérkowe zmiany, w tym hamowanie syntezy biatek lub DNA np. buforyna 2.
Wiekszo$¢ AMPs wykazuje pewien poziom specyficznos$ci wzgledem komoérek docelowych. Z
jednej strony jest on zalezny od wiasciwosci AMPs takich jak struktura drugorzedowa, tadunek,
hydrofobowos$¢ z drugiej strony wptyw na niego majg wtasciwosci bton komorek docelowych tj.
sktad fosfolipidéw, krzywizna lub obecnos$¢ cholesterolu. Roznice w sktadzie bton komorek
zdrowy 1 nowotworowych prowadza rowniez do wzrostu selektywnosci komoérek
nowotworowych na dzialanie lityczne AMPs 1 do zaburzenia asymetrii btony komoérkowe;.
Zewnetrzny listek blony komodrkowej komoérek nowotworowych zawiera obdarzong tadunkiem
ujemnym fosfatydyloseryne (PS) (stanowi od 3 do 9% fosfolipidow btonowych) w
przeciwienstwie do zdrowych komoérek, w ktorych PS jest umiejscowiony wylacznie w
wewngetrznym listku blony komoérkowej. Podwyzszony poziom O-glikolizowanych mucyn
powoduje roéwniez zwigkszenie ujemnego fadunku blon komoérkowych — komorek
nowotworowych. W rezultacie na powierzchni komoérek nowotworowych w prownaniu z
komoérkami zdrowymi zgromadzony jest wigkszy tadunek ujemny. Np. cekropiny i magaininy
zabijaja komorki nowotworowe w st¢zeniach nizszych niz te wymagane do lizy zdrowych
komorek np. limfocytow krwi obwodowej. AMPs moga rowniez peli¢ funkcje mediatoréw
procesow zapalnych jak réwniez wplywa¢ na komorki nablonka 1 komorki uktadu
immunologicznego modulujgce np., proliferacje, angiogeneze, uwalnianie cytokin i chemotaksje
przez wigzanie si¢ do komorkowych receptordw przy niskich stgzeniach i1 aktywowaé drogi
przekazywania sygnatow.

W pracy H14 w celu zbadania aktywnosci przeciwnowotworowej przeprowadzono
syntezy w fazie stalej z wykorzystaniem chemii Fmoc nastepujacych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych: pexigananu MSI-78, citropiny 1.1, protegryny 1, omigananu MBI-
226, buforyny 2, demegenu P-113, temporyny A, Pal-KK-NH,. Badania prowadzono na linii
komorkowej biataczki mieloidalnej U937. Wsrod badanych zwiazkoéw byly zarowno endogenne

jak 1 syntetyczne peptydy roznigce si¢ miejscem wystgpowania, struktura, mechanizmem
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dziatania. Najwicksza aktywnos$¢ cytotoksyczng wzgledem komoérek U937 w tescie MTT
wykazywat pexiganan MSI-78, a nastepnie citropina 1.1, protegryna 1 i syntetyczny lipopeptyd
Pal-KK-NH;. Aktywno$¢ cytotoksyczna badanych peptydow byta bardziej uzalezniona od czasu
inkubacji niz od stezenia. Dla tych czterech peptydéw oraz buforyny 2, ktora nie wykazywata
dziatania cytoksycznego wzgledem komorek nowotworowych przeprowadzono szczegdtowe
badania zalezno$ci dawka-aktywno$¢ w zakresie stgzen 0.5pg/ml - 20pug/ml. Sposrod badanych
peptydow najsilniejsze dzialanie przy dawce 20ug/ml wykazywat pexiganan. Buforyna 2 nie
wykazywala dzialania cytotoksycznego nawet przy dawce 20ug/ml. Dziatanie cytotoksyczne Pal-
KK-NH; byto podobne do dziatania citropiny i protegryny 1. Jedynie w przypadku lipopeptydu,
ktorego sposob dziatania polega na zaburzaniu potencjatu elektrycznego blony komoérkowe;j
zalezno$¢ miegdzy cytotoksycznos$cig i st¢zeniem byla prawie liniowa. Po wykonaniu testu na
cigglos¢ blony komorkowej z biekitem trypanu, stwierdzono, ze wysoka aktywnos$¢
cytotoksyczna pexigananu MSI-78, protegryny 1 i lipopeptydu prowadzaca do martwicy moze
by¢ powodowana lizg blon komoérkowych. Jednakze, w przypadku citropiny 1.1 cigglosé
membrany zostala uszkodzona tylko w stopniu nieznacznym i niezalezna byta od st¢zenia
peptydu. Dlatego, inny mechanizm dziatania moze by¢ odpowiedzialny za jej silne, zalezne od
dawki dziatanie cytotoksyczne, np. indukowanie apoptozy. W celu dalszego wyjasnienia
mechanizmu dzialania przeciwnowotworowego zbadano relacje pomigdzy LPS, czynnikiem
martwicy nowotworu (TNF-a)) i AMPs. Niektore peptydy przeciwdrobnoustrojowe mogg wigzaé
si¢ do LPS rozbijajac jego agregaty 1 zapobiega¢ wigzaniu si¢ LPS do receptorow np. CD14 lub
do biatek nosnikowych w blonie i zapobiega¢ produkcji THFa przez komoérki pobudzone LPS
[81]. Citropina 1.1, pexiganan MSI-78 lub protegryna 1, ale nie buforyna 2 i lipopeptyd
zmniejszaly stymulowanie LPS do wytwarzania TNFa. Rak jamy ustnej jest jedenastym z
najczesciej wystgpujacych nowotworow na $wiecie [82]. Najwyzszg zachorowalno$¢é obserwuje
si¢ w Indiach, Australii, Brazylii, Francji i RPA. W Europie najbardziej dotknigte regiony to
Francja, francuskojezyczna czes¢ Szwajcarii, potnocne Wiochy i kraje Europy Srodkowo-
Wschodniej. W Polsce stanowi 1,34% wszystkich zarejestrowanych nowotwordéw ztosliwych w
roku 2008. Rak ptaskonabtonkowy to najczgsciej wystepujacy rak jamy ustnej, jest nowotworem
zto§liwym, ktoéry moze atakowaé kosci zuchwy [83]. Jedng z cytokin zaangazowang w rozwoj
raka nabtonkowego jamy ustnej jest TNFo. Zrozumienie zalezno$ci migdzy strukturag AMPs i

aktywnoscig przeciwnowotworowg bedzie pomocne w planowaniu syntetycznych peptydéow o
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wickszej aktywnos$ci przeciwnowotworowe] 1 selektywnosci oraz mniejszej ilosci efektow

ubocznych.

Podsumowanie

e Przeprowadzono badania wstgpne trwatosci stateryny w §linie ludzkiej mieszanej
spoczynkowej w RT oraz badania trwalo$ci stateryny syntetycznej w roztworach wodnych i
stateryny natywnej w §linie ludzkiej mieszanej spoczynkowej o roznych wartos$ciach pH.

e Poraz pierwszy zsyntezowano polipeptyd P-B wystepujacy w $linie ludzkiej i zbadano jego
strukture drugorzedowsa. Polipeptyd PB przyjmuje gtownie struktur¢ nieuporzadkowana z
miejscowo wystepujacymi B-zgigciami. Udziat helisy poliproliny typu 11 (PPII) jest
niewielki (10% CD i FTIR, 7% MD).

e Zsyntezowano opiorfing i wykazano, ze peptyd ten wykazuje dziatanie przeciwbolowe u
myszy, ktore nie jest powigzane z efektami ubocznymi towarzyszacymi zwykle podaniu
opioidow takimi jak tolerancja czy uzaleznienie. Dodatkowo opiorfina wykazywata
dziatanie przeciwdepresyjne. Zbadano sposob wigzania Si¢ opiorfiny z jonami Cu(Il).

e Zsyntezowano analogi GS zawierajace modyfikacje zaburzajace charakter amfipatyczny.
Wprowadzone zmiany doprowadzily do zaniku aktywno$ci mikrobiologiczne;j.

e Opracowano nowa, metode zdejmowania chronionych peptydow z zywicy 2-
chlorotritylowej, ktora zostata wykorzystana w syntezie analogow GS. Metoda jest prosta i
moze by¢ stosowana zarowno w syntezie peptydow w skali laboratoryjnej jak 1 w syntezie
prowadzonej w wigkszej skali.

e Zmodyfikowano metod¢ zdejmowania chronionych peptydéw z zywicy 2-chlorotritylowej
opracowang przy syntezie analogow GS. Zmiana polegala na uzyciu promieniowania
mikrofalowego zamiast konwencjonalnego ogrzewania. Wprowadzona zmiana przyczynita
si¢ do znacznego skrdcenia czasu reakcji oraz nieznacznie wptyne¢ta na poprawe wydajnosci
reakcji 1 czysto$¢ otrzymywanych produktow.

e Zsyntezowano N-koniec c-koniec cykliczne analogi histatyny 5 i LL37. Cykliczne analogi
histatyny 5 i LL37 wykazywaly odpowiednio takg samg lub podobng aktywnos¢
mikrobiologiczng jak ich liniowe odpowiedniki. Aktywno$¢ hemolityczna cyklicznych

zwigzkow byla taka sama jak ich liniowych odpowiednikow. Strukture cyklicznych
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peptydow oznaczano w dwoch uktadach micelarnych, dodecylofosfocholinie (DPC) i
dodecylosiarczanie sodu (SDS). Oba cykliczne peptydy ulegaty zmianom konformacyjnym
prowadzacym do stabilizacji struktury o-helikalnej w uktadzie z SDS. W przypadku
cyklicznej histatyny 5 do utworzenia struktury helikalnej w roztworze SDS, niezbedna byta
obecnos¢ jonow Zn**. W ukladzie micelarnym DPC tylko cykliczny analog LL37 przybierat
strukture helikalna.

Zsyntezowano i zbadano aktywno$¢ lipopeptydow Pal-KK-NH;, Pal-RR-NH,, Pal-KRK-

NH,, Pal-KeK-NH,, Pal-RR-NH; i Laur-OOC-NH, wobec biofilmu gronkowcowego.
Peptydy wykazywaty aktywnosci zblizone do wankomycyny.

Lipopeptydy Pal-KK-NH; i Pal-KK-OH zaréwno w monoterapii jak i terapii skojarzonej z
wankomycyng wykazywaty wysoka aktywno$¢ w zapobieganiu gronkowcowym infekcjom
zrowno w badaniach in vitro jak i in vivo.

Lipopeptyd Pal-KK-NH; byt aktywny wobec wszystkich szczepoéw klinicznych Candida,
nawet wobec C. krusi i C. glabrata. ktore byty oporne na flukonazol, wykazywat znaczaca
aktywno$¢ przeciwgrzybiczg i dziatanie synergistyczne z amfoterycyna B wobec
Cryptococcus neoformans, charakteryzowat si¢ w badaniach in vitro aktywnoscia wzglgdem
dermatofitow przynajmniej podobng do flukonazolu. Lipopeptyd Pal-KK-NH; jest
obiecujacym kandydatem do leczenia kryptokokozy, dermatozy czy kandydozy. Niezbedne
sg dalsze badania Pal-KK-NH, oraz peptydow o podobnej budowie w celu oceny ich
toksycznosci oraz potencjalnych zastosowan.

Zsyntezowano dimer Laur-CKK-NH; ktory w badaniach in vitro zapobiegal powstawaniu
opornos$ci na daptomycyng oraz wykazano synergistyczne dziatanie mi¢dzy dimerem Laur-
CKK-NHj3 i daptomycyna wobec infekcji powodowanych przez Enterococcus faecalis.
Pexiganan MSI-78, citropina 1.1, protegryna 1 i syntetyczny lipopeptyd Pal-KK-NH,
wykazywaly aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii komérkowej U937. Citropina 1.1,

pexiganan MSI-78 i protegryna 1, zmniejszaly stymulowanie LPS do wytwarzania TNFa.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

Dziatalno$¢ naukowsa rozpoczetam jako studentka chemii Wydzialu Matematyczno-
Fizyczno-Chemicznego Uniwersytetu Gdanskiego, gdzie pod opiekg prof. Zbigniewa
Mackiewicza wykonatam prace magisterska p.t.: ,,Synteza analogdéw fragmentu 144-152 proteiny
p2499 wirusa HIV wiazacych si¢ z biatkami gldownego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC)".

W pazdzierniku 1995 roku podjetam naukg¢ na studiach doktoranckich na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. Promotorem mojej pracy doktorskiej byt prof. Bernard Lammek.
Praca doktorska dotyczyta badan nad zaleznos$cig mi¢dzy strukturg a aktywnoscig biologiczng
analogéw hormonéw neuroprzysadkowych. Otrzymatam 39 nowych analogéw oksytocyny i
argininowej wazopresyny o spodziewanych wlasciwosciach zarowno agonistycznych jak i
antagonistycznych.  Syntez¢  zaplanowanych  analogbw  przeprowadzitam  manualnie
wykorzystujac metode syntezy peptydow w fazie statej. Otrzymane peptydy poddano badaniom
aktywnosci zar6wno agonistycznej jak 1 antagonistycznej w testach presyjnych,
antydiuretycznych i uterotonicznych. Okreslitam wplyw wybranych modyfikacji na czynnos¢
biologiczng zsyntetyzowanych peptydow. Prace doktorska zatytutowanag ,,Wplyw wybranych
modyfikacji czasteczek hormondéw neuroprzysadkowych na ich czynno$¢ biologiczng” obronitam
2-go czerwca 2000 roku na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego i uzyskalam stopien
doktora nauk chemicznych. Recenzentami mojej pracy byli: prof. Janusz Zabrocki z Politechniki
L.odzkiej i prof. Zbigniew Grzonka z Uniwersytetu Gdanskiego. W efekcie wspotpracy z prof. B.
Lammkiem powstato sumarycznie 5 prac z czego 3 do roku 2000 czyli do uzyskania stopnia
doktora. W 1999 roku zostatam zatrudniona jako asystent w Katedrze Syntezy Organicznej na
Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. W 2000 roku po obronie pracy doktorskiej zostatam
zatrudniona jako adiunkt w Katedrze Syntezy Organicznej na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. W kwietniu 2001 roku (04.2001r. — 12.2002r.) wyjechatam na staz naukowy do
firmy Polypeptide Laboratories AB w Szwecji. Pracowatam poczatkowo w dziale do spraw
rozwoju technologii 1 procesOw a po reorganizacji w dziale do spraw badan i rozwoju. Firma
zajmowala si¢ m.in. otrzymywaniem peptydowych substancji leczniczych. W czasie mojego
pobytu w Polypeptide Laboratories AB bytam zaangazowana w opracowywanie technologii
syntezy peptydow w duzej skali. Poza tym, uczestniczytam w projekcie dotyczacym chemii

biatek. Opracowatam metode koniugacji haptenu z chemicznie inaktywowang toksyng bakterii
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tezca i przeprowadzitam tg reakcje w zwigkszonej skali wg. opracowanej procedury. PO powrocie
ze stazu zainteresowatam si¢ badaniami dotyczacymi stateryny realizowanymi w Zakladzie
Chemii Polipeptydow Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego (kierownik prof. Z.
Mackiewicz) w ramach wspotpracy z dr hab. B. Kochanska, prof. nadzw. kierownikiem Katedry i
Zaktadu Stomatologii Zachowawczej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz badaniami
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych prowadzonymi w Katedrze 1 Zakladzie Chemii
Nieorganicznej Wydzialu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik
dr hab. Wojciech Kamysz, prof. nadzw.). Obecnie uczestnicze w badaniach dotyczacych
zastosowania wyselekcjonowanych zwigzkow bedacych endogennie wystepujacymi peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi oraz ich analogobw w gumie do zucia. Badania sg finansowane w
ramach projektu MNiSW, w ktorym jestem wykonawca (kierownik prof. Jerzy Lukasiak, tytut:
,Zastosowanie analogdw peptydow Slinowych w gumie do zucia” , nr grantu N N405 625238,
termin realizacji 2010-2013). Zaproponowana posta¢ leku zawiera gum¢ do zucia jako matryce
dla substancji przeciwdrobnoustrojowej, zwigzkéw powodujacych odpowiednie nawilzenie, ale
jednoczesnie na drodze motorycznej stymuluje do wydzielania endogennej $liny.
Przeprowadzone badania przyczynig si¢ do rozwoju technologii otrzymywania i badania gumy do
zucia jako postaci leku stosowanej w schorzeniu kserostomii. Czg$¢ badan dotyczacych
peptydow przeciwdrobnoustrojowych byta realizowane w ramach grantu MNiSW, w ktorym
bylam wykonawca (kierownik dr hab. Wojciech Kamysz, prof. nadzw., tytut: ,,Czy peptydy
przeciwdrobnoustrojowe sa skuteczne w eradykacji biofilmu gronkowcowego?”, nr projektu N
N405630638, termin realizacji 2010-2012).

Obecnie kontynuuje badania prowadzone w ramach przygotowywania prac do cyklu
habilitacyjnego dotyczace opiorfiny, sialorfiny, LL37, histatyny 5, polipeptydu P-B i ich
analogéw. W ramach wspotpracy z dr hab. Jakubem Fichna z Zaktadu Chemii Biomolekularne;j
Uniwersytetu Medycznego w todzi przeprowadzone zostaly badania biologiczne opiorfiny,
sialorfiny i ich analogow zawierajacych w pozycji 1 resztg piroglutaminy. Przygotowany
manuskrypt zostal zgtoszony do druku. Kontynuuj¢ réwniez badania dotyczace oddziatywania
jonow metali z opiorfing, sialorfing oraz ich analogami w ramach wspolpracy z dr hab. Justyna
Brasun z Katedry i Zaktadu Chemii Nieorganicznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Kolejny manuskrypt dotyczacy tej tematyki zostal wystany do

redakcji. Inhibitory enzymow rozktadajacych enkefaliny takie jak opiorfina i sialorfina wydaja
30



si¢ by¢ cennym narz¢dziem farmakologicznym i potencjalnymi $rodkami terapeutycznymi,
wymagaja jednak dalszych badan. W ramach wspotpracy z dr inz. Emilia Sikorska z Katedry
Chemii Organicznej UG kontynuowane sg badania zaleznosci struktura aktywno$¢ zaréwno
analogéw LL37, histatyny 5 jak i polipeptydu P-B. Ponadto w ramach wspotpracy z Katedrg i
Zaktadem Chemii Nieorganicznej GUMed (dr hab. Wojciech Kamysz, prof. nadzw.) oraz
Instytutem Chorob Zakaznych i Zdrowia Publicznego w Ankonie (prof. Oscar Cirioni) prowadze
prace dotyczace mozliwosci wykorzystania W lecznictwie zaréwno S$linowych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych jak 1 peptydow przeciwdrobnoustrojowych o innych zrodtach
pochodzenia.

Za prowadzone badania otrzymatam cztery Zespotowe Nagrody Rektora I-go stopnia
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W latach 2010-2011 ukonczytam trzysemestralne studia
podyplomowe ,,Farmacja przemystowa”. Tematem mojej pracy dyplomowej byta ,,Guma do
zucia jako postac leku”(promotor dr hab. K. Cal, prof. nadzw.).

Pelny wykaz opublikowanych prac naukowych znajduje si¢ w zataczniku nr 4.
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