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b) omodwienie celu naukowego badan przeprowadzonych w ramach prac
wchodzacych w sklad osiggniecia, otrzymanych wynikéow oraz ich potencjalnego

zastosowania

Wprowadzenie:

Krotkie lipopeptydy — zwiazki zaprojektowane w oparciu o przeslanki dotyczace
endogennych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych

Pomimo wysokiego poziomu rozwoju nauk medycznych 1 farmaceutycznych, choroby
infekcyjne pozostaja jedng z gtéwnych przyczyn zgondw pacjentdow na swiecie. Wynika to ze
zdolnosci przystosowawczych mikroorganizméw do przetrwania w niekorzystnych
warunkach, na ktore skladajg si¢ nabywanie cech opornosci na substancje
przeciwdrobnoustrojowe oraz zjawisko formowania biofilmu.

Biofilm to wysoce wyspecjalizowane trojwymiarowe struktury formowane przez
drobnoustroje na powierzchni tkanek oraz biomateriatow. Mikroorganizmy egzystujace w tej
postaci wykazuja nawet 1000-krotnie nizszg wrazliwo$¢ na terapi¢ antybiotykowa
W porOwnaniu z organizmami tych samych szczepow w formie wolnoptywajacej [1, 2]. Jest
ona wynikiem zmian przystosowawczych komorek biofilmu tj. spowolnienia tempa
metabolizmu, zmian ekspresji genow oraz utrudnionego dostepu do bakterii otoczonych
egzopolisacharydem (EPS), polozonych w glebszych warstwach struktury [3-5]. Strukture

biofilmu oraz etapy rozwoju zaprezentowano na ryc. 1.
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Rycina 1. Schemat rozwoju i struktura biofilmu
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Infekcje zwigzane z biofilmem zazwyczaj rozwijaja si¢ jako powiktanie stosowania
powszechnych wyrobow medycznych tj. implantow, cewnikdéw, protez oraz soczewek
kontaktowych, w wyniku ich kolonizacji przez bakterie nastepujgcych gatunkow:
Staphylococcus aureus (SA), Staphylococcus epidermidis (SE), Enterococcus faecalis (EF),
Streptococcus viridans (SV), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Proteus
mirabilis (PM) 1 Pseudomonas aeruginosa (PA) [6-11]. W ostatnich latach obserwuje si¢
wzrost czgstosci wystepowania infekcji  odbiomaterialowych. Sg one $cisle zwigzane
ze zwigkszong $miertelno$cig oraz wzrostem kosztow leczenia. Szacuje si¢, ze stanowig one
okoto 80% infekcji o charakterze przewlektym [12, 13]. Poza tym zakazenia zwigzane
z Dbiofilmem wykazuja tendencje do powracania po wycofaniu zastosowanej
antybiotykoterapii. Zjawisko to jest zwigzane z wystgpowaniem populacji komoérek zwanych
persiter cells, ktore przetrwaja ekspozycje na zastosowane srodki przeciwdrobnoustrojowe
1 zapoczatkuja ponowne tworzenie biofilmu po jego wycofaniu ze srodowiska [14, 15].

Pomimo wysokiego poziomu zaawansowania wykorzystywanych biomaterialow, jak
1 szerokiej gamy dostepnych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych, opracowanie skutecznych
metod profilaktyki zwalczania infekcji zwigzanych z biofilmem nadal stanowi wyzwanie dla
wspolczesne] medycyny. Jedng z szeroko badanych strategii jest wykorzystanie peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (antimicrobial peptides, AMPs, host defence peptides, HDPs)
jako alternatywy lub uzupethienia konwencjonalnej antybiotykoterapii.

AMPs sa produkowane przez organizmy eukariotyczne celem ochrony przed
patogenami. Organizm ludzki wydziela ponad 100 zwigzkéw sklasyfikowanych jako AMPs.
Zdecydowana wigkszo$¢ peptydow opisanych w Antimicrobial Peptide Database wykazuje
dziatanie bakteriobdjcze wobec szerokiego spektrum bakterii oparte na dezintergracji btony
komorkowej drobnoustrojow [16, 17]. Uproszony schemat mechanizmu dziatania
przedstawiono na ryc. 2. Niespecyficzny mechanizm dzialania peptyddéw jest zwigzany z ich
potencjalng toksycznoscig. Jednak ich szerokie rozpowszechnienie w organizmie ludzkim
oraz wyniki badan przeprowadzonych na modelach zwierzgcych sugeruja brak dzialania
toksycznego [18-21]. Uwaza si¢, ze réznice w budowie btony komorkowej tj. obecnos¢
cholesterolu oraz asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidow w blonie komorek
eukariotycznych warunkuje pewna selektywnos$¢ dziatania AMPs. Ponadto stwierdzono, Ze
warunki fizjologiczne np. obecno$¢ sktadnikow osocza mogg ogranicza¢ aktywnos¢
cytotoksyczng peptydoéw in vivo [22, 23]. W pordéwnaniu do antybiotykow o specyficznym
mechanizmie dzialania, ryzyko rozwoju opornosci w wobec AMPs jest znacznie nizsze. Poza

tym brak konkretnego celu w komorce bakteryjnej determinuje aktywno$¢ peptydow
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w stosunku do komoérek o spowolnionym metabolizmie i wolnym tempie wzrostu, a tym

samym takze wobec drobnoustrojow w formie biofilmu [16].
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Rycina 2. Mechanizm dzialania peptydow przeciwdrobnoustrojowych na blone bakteryjna

Dla licznych AMPs potwierdzono takze aktywno$¢ przeciwgrzybicza,
przeciwwirusowsg, przeciwpasozytniczg, a nawet przeciwnowotworowa. Poza bezposrednim
dzialaniem  przeciwdrobnoustrojowym,  AMPs  prezentuja = takze  wlasciwosci
immunomodulujgce. Wzmagaja odpowiedz uktadu immunologicznego na inwazj¢ patogenow
poprzez interakcje z neutrofilami, monocytami, komérkami T oraz stymulacje produkcji
cytokin. Niektore zwigzki jak np. LL-37 wykazujg zdolno$¢ do neutralizacji endotoksyn
1 przeciwdziatania rozwojowi szoku septycznego w nastepstwie infekcji bakteriami Gram-
ujemnymi. Ponadto wykazano, iz ludzkie AMPs odgrywaja kluczowa rol¢ w procesie gojenia
ran. Uproszczony schemat roli peptydow w odpowiedzi immunologicznej zaprezentowano
na ryc. 3, natomiast szczegotowy opis wilasciwosci biologicznych AMPs oraz ich roli
w utrzymaniu homeostazy organizmu ludzkiego zostal przedstawiony w pracy pogladowej

wchodzacej w sktad osiggniecia (publikacja nr 4.1).
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Rycina 3. Funkcje AMP w odpowiedzi immunologicznej organizmu ludzkiego na inwazje¢ drobnoustrojow
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Biologiczne wlasciwosci AMPs czynig z nich interesujaca matryce do poszukiwania
zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych. Jednak pomimo szeregu zalet istnieje takze wiele
ograniczen dla ich realnego zastosowania w terapii infekcji np. potencjalna toksycznos¢,
alergenno$¢, niska biodostepnos$¢ oraz wysokie koszty produkcji. W zwigzku z powyzszym
liczne zespoty naukowe zajmuja si¢ projektowaniem i otrzymywaniem zwigzkow aktywnych
w oparciu o AMPs, m.in. analogow o krotszych tancuchach, kongenerow oraz
peptydomimetykéw wykazujacych wlasciwosci bakteriobojcze.

W wyniku badan dazacych do optymalizacji biologicznych oraz fizykochemicznych
wlasciwosci AMPs opracowano krotkie syntetyczne lipopeptydy. Zwigzki prezentuja
podobng aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa do peptydow endogennych, natomiast ich
otrzymywanie wymaga mniejszego zuzycia materiatow oraz krotszego czasu, a tym samym
jest znacznie mniej kosztowne w poroOwnaniu z pozyskiwaniem AMPs o dluzszych
tanicuchach.

Wigkszo$¢ naturalnie wystepujacych AMPs posiada sumaryczny tadunek dodatni oraz
wlasciwosci amfipatyczne, co determinuje aktywno$¢ mikrobiologiczng czasteczek.
W przypadku syntetycznych lipopeptyddéw pozadane cechy strukturalne osigga si¢ poprzez
acylacje krotkiego tancucha peptydowego za pomocg reszty kwasu tluszczowego. Ladunek
dodatni zapewniaja aminokwasy zasadowe, natomiast sprze¢zenie z hydrofobowa reszta kwasu
thuszczowego pozwala uzyska¢ wlasciwosci amfipatyczne. Taka struktura zapewnia
wlasciwosci powierzchniowo-czynne i umozliwia oddziatywania z negatywnie natadowang
btong drobnoustroju, prowadzace do lizy komoérki. Ponadto wykazano, ze acylacja za pomoca
reszty kwasu tluszczowego pozwala poszerzy¢ spektrum dziatania mikrobiologicznego oraz
ograniczy¢ degradacje proteolityczng zwigzkow. Dotychczas zidentyfikowano liczne krotkie
syntetyczne lipopeptydy wykazujace wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjng oraz
przeciwgrzybiczg. Potwierdzono ich aktywno$¢ zarowno wobec szczepow referencyjnych, jak
i klinicznych réznych gatunkéw drobnoustrojow, w tym opornych na antybiotyki
konwencjonalne oraz wobec biofilmu.

Celem moich badan byto otrzymanie grupy krotkich lipopeptydow charakteryzujacych
si¢ wysoka aktywnos$cia przeciwdrobnoustrojowg i przeprowadzenie oceny ich potencjalu
jako alternatywy lub uzupehienia $rodkéw konwencjonalnych stosowanych w ramach

profilaktyki i zwalczaniu infekcji zwigzanych z biofilmem.
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Badania wlasne

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna oraz przeciwgrzybicza krotkich lipopeptydow wobec
komorek drobnoustrojow w formie wolnoplywajacej. Aktywnos¢é hemolityczna.
Badania przeprowadzone w ramach publikacji nr 4.2 oraz 4.3. obejmowaly synteze
40 lipopeptydow zawierajacych jedna lub dwie reszty nastgpujacych kwasow tluszczowych:
oktanowego, dekanowego, dodekanowego, tetradekanowego oraz heksadekanowego,
sprzezonych z krétkimi tancuchami zawierajacymi od 1 do 4 reszt aminokwasowych.
Wszystkie tancuchy peptydowe posiadaty tadunek dodatni warunkowany obecnos$cig reszt

lizyny. Sekwencje aminokwasowe otrzymanych zwigzkéw zaprezentowano w tab. 1.

Tabela. 1. Sekwencje aminokwasowe, sumaryczny tadunek oraz masa czgsteczkowa [Da] krotkich
lipopeptydow zawierajacych reszty kwasy ttuszczowych o réznej dtugosci tancucha (gdzie: K — reszta lizyny; G
— reszta glicyny; Cs — reszta kwasu oktanowego, Cio — reszta kwasu dekanowego, C» — reszta kwasu

dodekanowego, C4 — reszta kwasu tetradekanowego, Cis — reszta kwasu heksadekanowego).

Zwigzek Ladunek Masa czgsteczkowa
Ci6-K-NH> +1 383,6
Ci¢-KK-NH, +2 511,8
Cis-KKK-NH> +3 639,9
C1-KKKK-NH> +4 768,1
(Ci6)2-KKKK-NH, +3 1006,5
Cis-KG-NH; +1 440,7
Ci¢-KGK-NH, +2 568,8
Cis-KGKG-NH, +2 625,9
Ci4+-K-NH> +1 355,6
Cy4-KK-NH, +2 483,7
Ci4+-KKK-NH; +3 611,9
Ci4+-KKKK-NH, +4 740,1
(Ci4).-KKKK-NH> +3 950,4
Ci4+-KG-NH; +1 412,6
Ci4+-KGK-NH; +2 540,8
C14-KGKG-NH; +2 597,8
Ci2-K-NHz +1 327,5
C-KK-NH, +2 455,7
C,-KKK-NH, +3 583,8
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C1-KKKK-NH, +4 712,0
(C12):-KKKK-NH, +3 8943
C1-KG-NH, +1 384,6
C1-KGK-NH, +2 512,7
C1-KGKG-NH, +2 569,8
C10-K-NH, +1 299,5
C10-KK-NH, +2 427.6
C1-KKK-NH, +3 555.8
C1-KKKK-NH, +4 683,9
(C10):-KKKK-NH, +3 838.2
C1-KG-NH, +1 356,5
C10-KGK-NH, +2 4847
C1-KGKG-NH, +2 541,7
Cs-K-NH, +1 2714
Cs-KK-NH, +2 399,6
Cs-KKK-NH, +3 527,7
Cs-KKKK-NH, +4 655,9
(Ce)-KKKK-NH, +3 782,1
Cs-KG-NH, +1 328,5
Cs-KGK-NH, +2 456,6
Cs-KGKG-NH, +2 513,7

Dla otrzymanych zwigzkéw przeprowadzitam ocen¢ aktywnos$ci mikrobiologicznej
w stosunku do referencyjnych szczepdéw bakterii Gram-dodatnich: Bacillus subtilis (BS), EF,
SA, SE; Gram-ujemnych: EC, KP, PA, Proteus vulgaris (PV) oraz grzybow: Aspergillus
brasilliensis, Candida albicans 1 C. tropicalis. Drobnoustroje zawieszone w pozywce plynnej
poddatam ekspozycji na badane zwigzki w celu oznaczenia minimalnego stezenia hamujacego
wzrost (MIC), a nastgpnie minimalnego stezenia bakteriobdjczego (MBC) oraz
grzybobojczego (MFC).

Wsréd lipopeptydow zawierajacych jedna reszte kwasu tluszczowego najwyzsza
aktywnos$¢ prezentowaly zwigzki zawierajace kwas heksadekanowy. Zwigzki o sumarycznym
tadunku wyzszym niz +1 wykazaty aktywno$¢ bakteriobdjczg zar6wno wobec bakterii Gram-

dodatnich, jak i Gram-ujemnych z wyjatkiem szczepu PV, ktory byt niewrazliwy na dziatanie
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zwigzkow peptydowych. Dla pozostalych szczepdéw otrzymane wartosci MIC miescity si¢ w
zakresie 2-16 mg/L, natomiast MBC byly rowne MIC lub dwukrotnie wyzsze. Na podstawie
otrzymanych wynikow zwigzki mozna okresli¢ jako wysoce aktywne wobec bakterii Gram-
dodatnich oraz aktywne w stosunku do szczepdéw Gram-ujemnych (poza PV) zgodnie z
klasyfikacja aktywno$ci mikrobiologicznej peptydow podang przez Shai i wspotpracownikoéw
[24]. Zwiazki o sumarycznym fadunku réwnym +1 wykazaty podobne dziatanie wobec
wickszosci bakterii Gram-dodatnich oraz grzybow, natomiast ich aktywno$¢ wobec szczepow
Gram-ujemnych byta znacznie nizsza w porownaniu do lipopeptydow o wyzszym tadunku
dodatnim. Zgodnie z podang klasyfikacja lipopeptydy zawierajace kwas heksadekanowy
zaprezentowaly niskg aktywno$¢ wobec badanych gatunkéw grzybow. Jednakze, podobnie
jak w przypadku bakterii otrzymane wartosci MFC byly rowne lub dwukrotnie wyzsze
w poroéwnaniu z MIC, co wskazuje na dziatanie grzybobojcze.

Lipopeptydy zawierajace kwas tetradekanowy prezentowaty nizszg aktywnos$¢
w pordwnaniu ze zwigzkami z kwasem heksadekanowym. Wigkszo$¢ zostata sklasyfikowana
jako wysoce aktywne w stosunku do SE i1 BS oraz aktywne wobec SA i1 EF. Wyniki
aktywnosci przeciwgrzybiczej byly zblizone do wartosci otrzymanych dla lipopeptydow
zawierajacych reszty kwasu heksadekanowego. Natomiast ich dzialanie przeciwbakteryjne
wobec bakterii Gram-ujemnych bylo znacznie stabsze w poréwnaniu z tymi zwigzkami.
Lipopeptydy zawierajace jedng reszte kwasow dekanowego oraz dodekanowego wykazaty
pewne wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe w stosunku do SE oraz BS oraz stabg aktywnos$¢
wobec SA 1 EF. Przy czym w przypadku tych zwigzkéw lepsze efekty uzyskano dla
lipopeptydow o tadunku sumarycznym +1 niz dla tych o wyzszym tadunku. Zwiazki
zawierajace reszte kwasu oktanowego okazaly si¢ nieaktywne wobec bakterii Gram-
dodatnich. Lipopeptydy zawierajace jedng reszte kwasow oktanowego, dekanowego oraz
dodekanowego wykazaty bardzo stabe wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec bakterii
Gram-ujemnych oraz grzyboéw lub okazaly si¢ zupelnie nieaktywne w zakresie badanych
stezen.

W przypadku lipoeptydow zawierajacych dwie reszty kwasoéw thuszczowych najlepsze
wyniki otrzymatam dla zwigzkow zawierajacych kwas dekanowy oraz dodekanowy.
Wykazaly one wysoka aktywno$¢ bakteriobdjcza wobec szczepoéw Gram-dodatnich oraz
zostaly sklasyfikowane jako aktywne w stosunku do wigkszosci bakterii Gram-ujemnych.
Podobnie jak w przypadku lipopeptydow zawierajacych jedna reszte kwasu thuszczowego, PV
byt niewrazliwy na dziatanie zwigzkéw. Zahamowanie wzrostu oraz dzialanie grzybobojcze
uzyskatam dopiero po ekspozycji szczepdw na zwigzki zawierajace kwas dekanowy oraz

dodekanowy zastosowane w bardzo wysokich stezeniach. Lipopeptydy zawierajace po dwie
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reszty pozostalych kwasow ttuszczowych wykazaty staba aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
lub byly nieaktywne w zastosowanych stezeniach.

Otrzymane wyniki wskazujg bezposredni zwigzek pomigdzy dlugoscig tancucha
alkilowego, a aktywno$cig mikrobiologiczng. Dla lipoeptydow zawierajacych jednag reszte
kwasu tluszczowego zaobserwowaliSmy wyzsza aktywno$¢ dla zwigzkéw z kwasami
o dhluzszym tancuchu i wyzszej hydrofobowosci (C14 i C16). Wplyw wartosci tadunku
dodatniego na aktywno$¢ mikrobiologiczng nie byt tak oczywisty. Otrzymane wyniki rdznity
si¢ w zalezno$ci od badanego drobnoustroju oraz badanej grupy lipopeptydoéw. Wsrod
zwigzkow zawierajacych reszty kwasu heksadekanowego lipopeptydy o sumarycznym
tadunku +2 oraz wyzszym prezentowaty najlepsza aktywnos¢ i szerokie spektrum dziatania.
W grupie zwigzkéw zawierajacych kwas tetradekanowy warto$¢ tadunku nie miata wptywu
na aktywno$¢. Natomiast dla peptydow zawierajacych reszte kwasu dodekanowego
obserwowano zalezno$¢ odwrotng. W przypadku lipopeptydow zawierajacych dwie reszty
kwasow tluszczowych sprz¢zone z tancuchem peptydowym sktadajacym si¢ z czterech reszt
lizyny (fadunek sumaryczny czgsteczki +3) optymalne okazalo si¢ wykorzystanie kwasow
o sredniej dhugosci tancucha (C10 1 C12). Zaréwno wprowadzenie dwoch reszt kwasu
oktanowego, jak 1 wykorzystanie dwoch reszt kwasow o dtuzszych lancuchach skutkowato
zupelnym zanikiem aktywnosci mikrobiologicznej lipopeptydow. Wyniki przeprowadzonych
badan sugeruja, iz najistostniejszym warunkiem dla uzyskania pozadanych wtasciwosci
mikrobiologicznych jest sprzgzenie optymalnej sekwencji aminokwasowej z resztg alkilowa
o odpowiedniej dtugosci.

W celu wstepnego oszacowania toksyczno$ci zwigzkdw przeprowadzitam oceng ich
aktywnosci hemolitycznej wobec ludzkich erytrocytow. Wlasciwosci hemolityczne
wyrazilam jako stezenie wywolujace hemolize 10% czerwonych krwinek po ich godzinnej
ekspozycji na badane zwigzki. Otrzymane wyniki zaprzeczaja hipotezom dotyczacym
selektywno$ci dziatania peptydow przeciwdrobnoustrojowych w stosunku do komoérek
prokariotycznych [22, 23]. W wigkszosci przypadkéw zmierzone warto$ci aktywnosci
hemolitycznej byty zblizone do wynikow badan mikrobiologicznych. Lipopeptydy o stabej
aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej nie wykazywaly zdolno$ci do lizy ludzkich
erytrocytow. Natomiast zwigzki o wysokiej aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej dziataly
hemolitycznie w stosunkowo niskich stezeniach.

Wsrod lipopeptydow zawierajacych dwie reszty kwasu tluszczowego, zwigzki
z resztami kwasu oktanowego okazaly si¢ najbezpieczniejsze wobec ludzkich erytrocytow.
W przypadku najaktywniejszych zwigzkéw — zawierajacych kwas dekanowy i dodekanowy,

stezenie wywolujace hemolize bylo zblizone lub kilkukrotnie wyzsze, w pordwnaniu

11



Autoreferat dr Malgorzata Anna Paduszynska

z otrzymanymi wartosciami MIC. Zaskakujaco, takie same wlasciwosci hemolityczne
wykazaty lipopeptydy z kwasem tetradekanowym oraz heksadekanowym, ktore byty
nieaktywne mikrobiologiczne. Zblizone wyniki otrzymatam dla lipopeptydow
o sumarycznym ladunku wyzszym niz +1 zawierajacych kwas heksadekanowy sprzezony
z tancuchem peptydowym zawierajagcym wylacznie reszty lizyny. Zwiazki te nalezaty do
najaktywniejszych mikrobiologicznie. Lipopeptydy o sumarycznym tadunku wyzszym niz +1
zawierajace kwas heksadekanowy i reszty glicyny w sekwencji aminokwasowej wykazaty
nizszg aktywnos$¢ hemolityczng przy takim samym dziataniu mikrobiologicznym. Zwigzki
zawierajagce reszty kwasu tetradekanowego oraz heksadekanowego o sumarycznym tadunku
réwnym +1 wykazaly znacznie nizszg aktywno$¢ hemolityczng w poroéwnaniu do zwiazkdéw
obdarzonych wyzszym ladunkiem. Natomiast w przypadku lipopeptydow zawierajacych
reszte kwasu dodekanowego, ktore wykazywaty stabe wilasciwosci hemolityczne, zwigzki
o tadunku +1 okazaly si¢ najsilniej hemolitycznymi. Dla lipopeptydéw zawierajacych jedna
reszt¢ kwasow oktanowego oraz dekanowego stwierdzono brak wtasciwosci hemolitycznych
w badanym zakresie stezen.

Wyniki uzyskanych prac dostarczyly istotnych informacji dla kontynuacji
projektowania lipopeptydéw o optymalnych wlasciwosciach oraz pozwolity na wytypowanie

najbardziej obiecujacych zwigzkow do dalszych badan aktywnos$ci biologicznych.

Aktywnos$¢ krotkich lipopeptydéw wobec biofilmu bakteryjnego oraz ich wplyw na
proces formowania biofilmu

Do badan aktywnos$ci krotkich lipopeptydow w stosunku do biofilmu bakteryjnego
przeprowadzonych w ramach publikacji nr 4.4. wytypowatam dziewie¢ zwigzkow (Tabela
2.), ktore wykazaly si¢ najbardziej obiecujacymi wilasciwosciami we wczesniejszych
badaniach [publikacje nr 4.2. 1 4.3.; ref. 14]. Lipopeptydy otrzymano za pomoca innowacyjnej
metody syntezy z wykorzystaniem podwyzszonej temperatury w celu zwigkszenia wydajnosci
procesu. Dla otrzymanych zwigzkéw wykonano oznaczenia aktywnosci wobec hodowli
ptynnych (MIC) oraz biofilmu hodowanego na powierzchni polistyrenowej 1 soczewkach
kontaktowych. Metoda seryjnych rozcienczen oznaczono minimalne st¢zenie eliminujace
biofilm (MBEC) oraz minimalne st¢zenie hamujace rozwoj biofilmu (MBFIC). Badania
przeprowadzono na szczepach referencyjnych bakterii Gram-dodatnich (SA, SE, EF) 1 Gram-
ujemnych (EC, PA i1 P. mirabilis - PM). Za MBEC 1 MBFIC uznawano najnizsze stezenia,
ktore powodowaly ograniczenie metabolizmu hodowli bakteryjnej o przynajmniej 90%

w porownaniu z kontrolg pozytywna.
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Tabela 2. Sekwencje aminokwasowe, sumaryczny tadunek oraz masa czasteczkowa [Da] krotkich lipopeptydow
(gdzie: K — reszta lizyny; G — reszta glicyny; R — reszta argininy, C,o— reszta kwasu dekanowego, C, — reszta
kwasu dodekanowego, C,4 — reszta kwasu tetradekanowego, Cis — reszta kwasu heksadekanowego; *dimery z

mostkiem disiarczkowym).

Numer zwigzku Sekwencja Masa czasteczkowa [Da] Ladunek czgsteczki
1 Ci,-KKC-NH,* 1115.64 +4
2 Ci»-KR-NH, 483.70 +2
3 C14-KKC-NH* 1171.75 +4
4 Ci4-KR-NH, 511.75 +2
5 Ci-KGK-NH, 568.84 +2
6 Ci6-KKC-NH* 1227.86 +4
7 Ci-KKK-NH, 639.97 +3
8 Ci-KR-NH, 539.81 +2
9 (Ci0).-KKKK-NH, 838.23 +3

Lipopeptydy wykazaty zréznicowane dziatanie przeciwbakteryjne w zaleznosci od
badanego szczepu. Wigkszo§¢ zwiazkéw byta bardziej aktywna wobec szczepdéw Gram-
dodatnich, natomiast najnizsza aktywnos$¢ zaobserwowali§my wobec szczepu PM. Wzrost
szczepu byl hamowany po zastosowaniu najwyzszych stezen zwigzkéw lub nie byt
hamowany w catym badanym zakresie st¢zen. Najnizsze wartosci MIC dla wszystkich
badanych szczepéw oznaczono dla lipopeptydow zawierajacych dwie reszty kwasu
dodekanowego 1 dekanowego (lipopeptyd 1 i 9). Wzrost bakterii Gram-dodatnich byt
hamowany po ekspozycji na lipopeptyd 1 1 9 w stezeniach odpowiednio 2 — 8 mg/L 14 — 16
mg/L. Lipopeptyd 9 byt takze najaktywniejszym zwigzkiem wobec szczepdéw EC i PA (MIC
=16 mg/L).

Suplementacja pozywki mikrobiologicznej lipopeptydami powodowata ograniczenie
rozwoju biofilmu bakteryjnego zaréwno na powierzchni polistyrenowej, jak 1 soczewkach
kontaktowych. Wtasciwosci hamujace rozwdj biofilmu réznity si¢ zaleznie od badanego
szczepu oraz powierzchni, na ktorej byl hodowany. Zasadniczo korzystniejsze wyniki
otrzymalismy dla bakterii Gram-dodatnich, a w szczeg6lnosci gronkowcoéw. W wigkszosci
przypadkoéw oznaczone wartosci MBFIC na powierzchni polistyrenowej byly nizsze
w porownaniu do MBFIC otrzymanych dla hodowli na soczewkach kontaktowych.
Zwiazkiem, ktéry najsilniej zapobiegal formowaniu si¢ biofilmu bakteryjnego byt lipopeptyd
(Ci0):-KKKK-NH,. Oznaczone MBFIC wobec SA hodowanego na powierzchni
polistyrenowej byto rowne MIC (8 mg/L), natomiast do zahamowania tworzenia si¢ biofilmu
SA na soczewkach kontaktowych nalezato zastosowa¢ dwukrotnie wyzsze stezenie zwigzku.

Ekspozycja hodowli SE na te same stezenia lipopeptydu pozwolita zahamowac proces
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formowania si¢ biofilmu na polistyrenie oraz soczewkach kontaktowych, co stanowilo
odpowiednio, cztero- i o$miokrotno$¢ MIC. Aby ograniczy¢ formowanie biofilmu EF oraz
PA na obu powierzchniach niezbedne byto zastosowanie zwigzku w stgzeniu 64 mg/L. Taka
samg wartos¢ MBFIC oznaczono wobec EC na soczewkach kontaktowych, natomiast stezenie
aktywne wobec hodowli na powierzchni polistyrenowej bylo dwukrotnie wyzsze.
Satysfakcjonujace wyniki otrzymali§my takze dla lipopeptydow nr 1, 4 , 7 oraz 8. MBFIC
oznaczone wobec wickszosci badanych szczepoéw byly zblizone. Wyjatkiem byt PA, ktoéry
obok PM wykazal si¢ najnizsza wrazliwoscig na dzialanie zwigzkow peptydowych. Aby
ograniczy¢ formowanie si¢ biofilmu PA na powierzchni polistyrenowej niezbedne bylo
uzycie peptydow w najwyzszym z badanych stezen (512 mg/L). Nieco nizsze MBFIC
otrzymano z wykorzystaniem soczewek kontaktowych. W przypadku PM na obu badanych
powierzchniach niezbedna byta ekspozycja na lipopeptydy takze w stezeniu 512 mg/L lub nie
obserwowano aktywnos$ci zwigzkow w catym badanym zakresie stezen.

W badaniu aktywnosci lipopeptydow wobec dojrzatego biofilmu szczepy PA oraz PM
wykazaty jeszcze wyzsza opornos¢ na dziatanie zwigzkow. Jedynym, ktory wykazal zdolnosé
eliminacji biofilmu PA z obydwu badanych powierzchni byl lipopeptyd (Co).-KKKK-NH,.
Biofilm EC byt =znacznie wrazliwszy na dziatanie lipopeptydow w poréwnaniu
do pozostatych szczepdéw Gram-ujemnych. Najaktywniejszy — C;-KKKK-NH, eliminowat
biofilm w stg¢zeniach 32 1 64 mg/L, odpowiednio z powierzchni soczewek kontaktowych
1 powierzchni polistyrenowej. Dwukrotnie wyzsze wartosci MBEC na badanych
powierzchniach otrzymano dla lipopeptydu (Ci).-KKKK-NH,. Natomiast zwigzek
CicKR-NH, byl tak samo aktywny wobec biofilméw formowanych na obydwu
powierzchniach (MBEC = 64 mg/L). Zblizone wyniki uzyskaliSmy w przypadku biofilmu
EF. Wickszo$¢ zwigzkéw eliminowata szczep z powierzchni soczewek kontaktowych po ich
zastosowaniu w stezeniu 64 mg/L. MBEC otrzymane na powierzchni polistyrenowej byly
dwu- i czterokrotnie wyzsze (zwiazki nr 4 i 3), czterokrotnie nizsze (zwigzek nr 1) oraz rowne
MBEC otrzymanym na soczewkach (pozostate zwigzki). Najwyzsza aktywnos$¢ lipopeptydy
wykazaty wobec biofilmu gronkowcowego. Otrzymane wyniki sg bardzo obiecujace z uwagi
na fakt, ze gronkowce naleza do najczgstszych czynnikow etiologicznych infekcji zwigzanych
z biofilmem [25]. Biofilm SE byl eliminowany z powierzchni polistyrenowej przez wigkszos¢
zwiazkow zastosowanych juz w stezeniach 4 — 16 mg/L. Do eradykcji biofilmu SA potrzebne
byly stezenia czterokrotnie wyzsze. Nalezy zaznaczy¢, ze stezenia aktywne byly zazwyczaj
kilkukrotnie wyzsze w poréwnaniu do MIC, podczas gdy dla antybiotykow
konwencjonalnych do eradykacji biofilmu niezb¢dne jest zastosowanie stezen 50-100 razy

wyzszych w porownaniu do MIC [pozycje nr 11.4.13. I 11.4.20. w ,,Wykazie osiaggnig€...”].
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Zaroéwno biofilm SA, jak i SE hodowany na soczewkach kontaktowych wykazal nizsza
wrazliwo$¢ na dziatanie lipoeptydow niz struktury formowane przez te szczepy na
polistyrenie. W niektérych przypadkach MBEC oznaczone na soczewkach kontaktowych byt
16, a nawet 32 razy wyzsze w poréwnaniu ze stezeniami aktywnymi uzyskanymi wobec
biofilmu gronkowcowego na powierzchni polistyrenowej. Nie wulega watpliwosci,
ze wlasciwo$ci fizykochemiczne biomaterialu majg istotny wplyw na rozwoj biofilmu.
Wedlug dostgpnych danych materiaty hydrofobowe sag mniej podatne na formowanie struktur,
a w przypadku wystgpienia kolonizacji tatwiej z nich usung¢ drobnoustroje [26, 27]. Jednak
zbyt wiele czynnikow ma wplyw na proces tworzenia oraz wlasciwosci biofilmu aby okresli¢
prosta korelacj¢ pomiedzy jego wrazliwoscia na $rodki przeciwdrobnoustrojowe,
a kolonizowang powierzchnia.

Otrzymane wyniki potwierdzaja wysoka aktywno$¢ lipopeptydow w stosunku do
biofilmu tworzonego przez bakterie Gram-dodatnie oraz zdolno§¢ zwiazkéw do zapobiegania
tworzeniu si¢ struktur zar6wno na powierzchni hydrofobowej, jak i hydrofilowej. Aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa jest porownywalna z aktywnoscig endogennych AMPs przy
znacznie nizszych kosztach otrzymywania wynikajacych z krotszego tancucha peptydowego
1 mniejszego zuzycia substratéw oraz innych materialdéw niezbgdnych do syntezy. Ponadto
zwigzki otrzymano za pomoca zoptymalizowanej metody syntezy, ktora pozwala na

ograniczenie czasu otrzymywania peptydow, a tym samym na dalszg redukcje kosztow.

Lipopeptydy — badania pod katem zastosowania w profilaktyce infekcji zwiazanych ze
stosowaniem soczewek kontaktowych

Soczewki kontaktowe nalezag do najczesciej wykorzystywanych biomateriatow.
Sa uzywane przez miliony ludzi na catym $wiecie, gtownie jako skuteczna metoda korekcji
wad wzroku. Stosowanie soczewek znacznie podnosi komfort zycia, jednak niesie za sobg
ryzyko rozwoju infekcji oka. Zakazenia okulistyczne stanowig rzadkie, ale powazne
w skutkach powiktania noszenia soczewek kontaktowych. Najczesciej rozwijajg si¢ w wyniku
niedostatecznej higieny lub przedtuzonego noszenia soczewek. W zwiazku z powyzszym
edukacja uzytkownikow w zakresie prawidlowego korzystania z soczewek kontaktowych jest
kluczowa dla profilaktyki tego typu infekcji. Poza tym zaréwno wykorzystywane
biomateriaty, jak i dostepne srodki higieny sg stale udoskonalane aby zminimalizowa¢ ryzyko
rozwoju zakazen.

Jedna z badanych strategii profilaktyki infekcji zwigzanych ze stosowaniem soczewek
kontaktowych  jest  modyfikacja  biomaterialu =z  wykorzystaniem  peptydow

przeciwdrobnoustrojowych oraz ich analogow. Powlekanie soczewek kontaktowych meliming
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— peptydem hybrydowym ztozonym z fragmentow cekropiny oraz melityny stanowito
skuteczng profilaktyke indukowanych noszeniem soczewek kontaktowych zespolu
czerwonego oka wywolanym przez PA u $winek morskich oraz owrzodzenia rogdéwki
u krolikéw [28, 29]. Soczewki powlekane peptydem byly takze przedmiotem badan
klinicznych, ktorych rezultaty potwierdzity wysoka aktywno$¢ i szerokie spektrum dzialania
przeciwdrobnoustrojowego oraz  bezpieczenstwo stosowania [30]. Peptydy
przeciwdrobnoustrojowe sg takze badane pod katem ich potencjalnego zastosowania jako
sktadnikow ptynow do soczewek. Analog cekropiny — peptyd Shiva-11 — zastosowany jako
przeciwbakteryjny sktadnik ptynu do soczewek, byl skuteczny wobec szczepéw PA, SE i SA,
podczas gdy D5C — inny analog cekropiny, wykazat zdolno$¢ zwigkszania aktywnos$ci
komercyjnie dostepnych preparatow [31, 32]. Celem przeprowadzonych przeze mnie badan
byla ocena krotkich lipopeptydow otrzymanych przez nasz zespdt jako potencjalnych
dodatkow przeciwbakteryjnych do ptynéw do soczewek.

W pracy nr 4.5. przeprowadzono badanie aktywnosci czterech komercyjnie
dostepnych ptyndéw do soczewek, plazich peptydow przeciwdrobnoustrojowych (citropiny 1.1
1 temporyny A) oraz krotkich lipopeptydow (C;-KK-NH, i Cs-RR-NH,) w stosunku do
biofilmu bakteryjnego formowanego na soczewkach kontaktowych przez bakterie gatunkow:
SA, SE, Streptococcus pyogenes (SP), Str. pneumoniae (SPn) , EC oraz PA, ktore nalezg do
najczestszych czynnikow etiologicznych infekcji zwigzanych ze stosowaniem soczewek
kontaktowych [33-36].

Badane zwigzki wykazaly wysoka aktywno$¢ wobec szczepow gronkowcow
i paciorkowcow hodowanych na powierzchni soczewek kontaktowych. Dla
najaktywniejszych peptydow, citropiny 1.1 oraz lipopeptydu C,6-KK-NH,, oznaczone stezenia
MBEC miescity si¢ w zakresie 16 — 64 mg/L, ktore stanowity dwu lub czterokrotnos¢
oznaczonych MIC. Aby wyeliminowa¢ biofilm EC niezbedna jego ekspozycja na zwiazki
w stosunkowo wysokich stezeniach. Natomiast zdolno$¢ eradykacji PA z powierzchni
soczewek wykazaly jedynie peptydy ptazie, a krotkie lipopeptydy byty nieaktywne wobec PA
w calym badanym zakresie stezen.

Sposréd czterech badanych ptyndow do soczewek zaden nie zdotat wyeliminowaé
biofilmu PA z powierzchni soczewek kontaktowych po ich ekspozycji w temperaturze
pokojowej. Ponadto plyny okazaty si¢ nieaktywne wobec biofilmu formowanego przez SP,
natomiast tylko jeden z badanych ptynow wykazat zdolnos¢ do eradykacji EC. Pozostate
szczepy byly wrazliwe na dzialanie wszystkich ptynéw do soczewek. Otrzymane wyniki
wskazuja na  potrzebe optymalizacji skladow pltynow pod katem  ochrony

przeciwdrobnoustrojowe;.
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Pomimo obiecujacej aktywno$ci przeciwbiofilmowej lipopeptydu Cis-KK-NH,,
zrezygnowalam z kontynuacji badan z wykorzystaniem tego zwigzku z uwagi na jego wysoka
toksycznos¢ wobec komorek ludzkich keratynocytow. Stezenie IC50 (ok. 2 mg/L) jest
wielokrotnie nizsze niz otrzymane wartosci MBEC. Rozwazajac potencjalne zastosowanie
zwigzkow jako przeciwdrobnoustrojowej suplementacji ptynow do soczewek nalezy mie¢ na
uwadze, iz ich niewielkie ilo$ci moga dosta¢ si¢ do oka. Ze wzgledu na wrazliwos¢ oka
1 specjalne wymogi, dla preparatow, ktore mogg mie¢ z nim stycznos¢, dobdr substancji
o optymalnych wiasciwosciach jest niezwykle istotny. W zwiagzku z powyzszym sktadniki
ptyndéw do soczewek nie mogg wywiera¢ dziatania draznigcego i dalsze badania lipopeptydu
prezentujacego tak wysoka toksyczno$¢ w badaniach in vitro uznaliSmy za bezzasadne. Na
podstawie wynikow opublikowanych w pracy nr 11.4.24. zamieszczone] w ,,Wykazie
osiggniec...” do kontynuacji badan wybratam lipopeptyd (Cio).-KKKK-NH,. Zwigzek ten
prezentuje znacznie nizsza toksyczno$¢ wobec komorek ludzkich przy aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zblizonej do najaktywniejszych lipopeptydow zawierajacych jedna
reszte kwasu thuszczowego.

W ramach pracy nr 4.6. oznaczytam aktywno$¢ przeciwbiofilmowsg lipopeptydu
(C10)2-KKKK-NH, zastosowanego w polaczeniu z ptynami do soczewek, ktore wykazaly
najszersze spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego w badanich opublikowanych w
pracy nr 4.5. Przeprowadzitam ocen¢ wptywu lipopeptydu, pltyndw do soczewek oraz ich
kombinacji na metabolizm bakterii z gatunkéw SA, SE, EF, EC i PA hodowanych na
powierzchni polistyrenowej oraz soczewkach kontaktowych.

Wykazatam, ze suplementacja ptyndw do soczewek lipopeptydem zwigksza ich
skuteczno$¢ przeciwbakteryjng wobec biofilmu hodowanego na powierzchni polistyrenowe;.
Zastosowanie zwigzku w stezeniu 1 mg/L spowodowalo istotne zwigkszenie aktywnosSci
ptynu A wobec PA, ktéry byt jedynym szczepem wykazujagcym zmniejszong wrazliwo$¢ na
jego dziatanie. Suplementacja ptynu B, ktéry stosowany samodzielnie wykazal znacznie
nizszg aktywno$¢, pozwolita na znaczng redukcje aktywnosci metabolicznej wszystkich
badanych szczepow. Dodatek lipopeptydu do ptynu B w stezeniu 4 — 8 mg/L pozwolita na
eliminacj¢ biofilmu tworzonego przez szczepy SE, SA, EC oraz EF, natomiast aby uzyskac
pozadany efekt wobec szczepu PA niezbedne byto uzycie zwigzku w stezeniu 128 mg/L.

Podobne wyniki uzyskatam dla biofilmu bakteryjnego formowanego na powierzchni
soczewek kontaktowych. Ponadto zaobserwowatam, ze aktywno$¢ metaboliczna bakterii
obnizona po ekspozycji na ptyny oraz roztwory lipopeptydu stosowane oddzielnie, po ich
usuni¢ciu z medium, wraca do poziomu aktywnosci metabolicznej kontroli pozytywnej, co

sugeruje, ze populacja biofilmu zostaje odnowiona. Natomiast w sytuacji kiedy wytworzony
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na soczewkach biofilm poddano ekspozycji na ptyny suplementowane lipopeptydem efekt
antybakteryjny utrzymywal si¢ takze po ich usunigciu. Najwyzsza poprawe aktywnosci
przeciwbakteryjnej zaobserwowatam w przypadku biofilméw PA, EC 1 EF. Suplementacja
ptynow lipopeptydem w stezeniu 4 mg/L pozwolita na silng i1 trwalg redukcj¢ metabolizmu
EC (do ok. 2 % w poréwnaniu z kontrolg pozytywng). Aby uzyska¢ pozadany efekt wobec
struktur formowanych przez PA nalezato uzy¢ zwigzku w stezeniu 32 mg/L, natomiast
dodatek lipopeptydu do pltynéw A i1 B w stezeniach odpowienio 16 i 32 mg/L skutkowat
niemal catkowitym spadkiem aktywnosci metabolicznej biofilmu EF (do ok. 1-2%
w porownaniu z kontrola pozytywna). Eliminacj¢ biofilmu SA z powierzchni soczewek
kontaktowych uzyskalam po dodaniu lipopeptydu do ptynu A i B w stezeniach odpowiednio,
8 1 4 mg/L. Biofilm SE byl podatny na dziatanie zaréwno lipopeptydu, jak i obu ptynow
stosowanych samodzielnie, jednakze tym przypadku takze zaobserwowatam wzmocnienie
dziatania przeciwbakteryjnego.

Nalezy zaznaczy¢, iz efekt zwigkszania skuteczno$ci komercyjnych ptynow do
soczewek za pomocg suplementacji lipopeptydem zaobserwowano w stezeniach nizszych niz
stezenia zidentyfikowane jako toksyczne, zard6wno wobec ludzkich keratynocytow,
jak 1 erytrocytow. Ponadto w oparciu o wynik analizy przeprowadzonej metoda obliczeniowg
z wykorzystaniem aplikacji Toxtree, oczekujemy, ze zwigzek nie bedzie wywieral dziatania
draznigcego w stosunku do ludzkiego oka. Otrzymane wyniki zachg¢caja do kontynuacji
badan, ktére beda obejmowaly ocene potencjalu draznigcego na modelu oka in vitro,

a nastepnie badania in vivo na modelach zwierzgcych.

Lipopeptydy jako potencjalna alternatywa oraz wspomaganie terapii antybiotykowej

Wzrost metabolizmu hodowli bakteryjnej po wycofaniu roztworéw lipopeptydu oraz
ptynéw do soczewek z sugeruje, ze pewna populacja komoérek drobnoustrojow przetrwatla
ekspozycje na zastosowane S$rodki przeciwdrobnoustrojowe 1 umozliwita odnowienie
populacji biofilmu po ich usuni¢ciu z medium. Komérki przetrwate stanowig subpopulacje
komorek bakteryjnych o niskiej aktywnosci metabolicznej odpowiedzialnych za opornos¢
biofilmu na $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz nawrét infekcji po zakonczeniu leczenia [15,
37, 38]. W ramach pracy 4.6. przeprowadzitam ocen¢ aktywnosci lipopeptydu (C,o).-KKKK-
NH, oraz konwencjonalnych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych wykorzystywanych
w réznych gateziach medycyny w stosunku do biofilmu formowanego przez szczepy SA, SE,
EF, EC i PA. Po ekspozycji na badane zwigzki i usunigciu ich z medium ponownie
inkubowatam hodowle bakteryjne aby zaobserwowal czy nastagpi wzrost metabolizmu.

W niniejszej pracy nie okreslono, czy ponowne formowanie si¢ biofilméw byto efektem
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obecnosci komorek przetrwatych czy aktywowania innych mechanizméw opornosci. Dlatego
wyniki badan interpretowatam jako trwale lub nietrwale dzialanie przeciwbiofilmowe.
Badane zwiazki wykazaly zréznicowane dzialanie wobec poszczegolnych szczepow,
a w wielu przypadkach ich usunigcie z medium powodowato znaczny wzrost metabolizmu
bakterii.

Ekspozycja biofilmu SE na lipopeptyd w stezeniu 16 mg/L pozwolila na obnizenie
aktywnos$ci metabolicznej bakterii do ok. 5% w poréwnaniu z kontrolg pozytywna. Efekt ten
utrzymatl si¢ po wycofaniu zwigzku z medium. Zblizony efekt przeciwdrobnoustrojowy
uzyskalam dla neomycyny w tym samym st¢zeniu, ktéra wobec SE byla najaktywniejszym
konwencjonalnym $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym uzytym w badaniu. Zastosowanie
cyprofloksacyny takze w stezeniu 16 mg/L skutkowato obnizeniem aktywno$ci metabolicznej
do 10%. Jednak po wycofaniu zwigzku z pozywki zaobserwowalam ponowny wzrost
aktywno$ci metabolicznej bakterii. Trwaly efekt antybiofilmowy uzyskalam dopiero po
zastosowaniu zwigzku w najwyzszym z badanych stezen (256 mg/L). Chloramfenikol
zaaplikowany w najwyzszym st¢zeniu spowodowat zmniejszenie aktywno$ci metabolicznej
bakterii do ok. 12%. Jednak po wycofaniu zwigzku odnotowatam znaczny wzrostem
aktywnos$ci metabolicznej bakterii SE.

Biofilm SA okazal si¢ znacznie mniej wrazliwy na dzialanie konwencjonalnych
srodkow przeciwbakteryjnych. Jego ekspozycja na cyprofloksacyne w stezeniu 256 mg/L
pozwolita zredukowa¢ aktywno$¢ metaboliczng SA do ok. 20%. Po zastosowaniu
chloramfenikolu w tym stezeniu aktywno$¢ metaboliczna SA spadia tylko do 50% 1 istotnie
wzrosta po wycofaniu zwigzku z medium. Najbardziej skutecznym zwigzkiem
konwencjonalnym wobec SA byta neomycyna. Ekspozycja biofilmu na antybiotyk w stezeniu
64 mg/L trwale eliminowata SA z powierzchni polistyrenowej. Lipopeptyd (Cio),-KKKK-
NH, wykazal jeszcze wyzsza aktywno$¢. Zastosowany w stezeniu 32 mg/L zredukowat
aktywno$¢ metaboliczng komoérek SA o ponad 90%. Zaré6wno w przypadku zastosowania
aktywnych stezen lipopeptydu, jak i neomycyny nie zaobserwowatam wzrostu aktywnosci
metabolicznej bakterii po usunieciu zwigzkow z medium.

Taka samg aktywno$¢ lipopeptydu (Ci)-KKKK-NH, zaobserwowalam wobec
biofilmu utworzonego przez szczep EF, ktoéry wykazal najwyzsza oporno$¢ na dziatanie
konwencjonalnych $rodkow przeciwdrobnoustrojowych. Lipopeptyd w stezeniu 32 mg/L
trwale eliminowat biofilm EF, podczas gdy zastosowanie konwencjonalnych antybiotykow
w stezeniu 256 mg/L spowodowato zmniejszenie aktywno$ci metabolicznej tylko do ok 35%

w poroéwnaniu z kontrola pozytywng. Wycofanie neomycyny oraz chloramfenikolu z medium
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spowodowato catkowite odnowienie aktywno$ci metabolicznej bakterii, natomiast dla
cyprofloksacyny pozostata na poziomie 35% w odniesieniu do populacji poczatkowe;j.

Aby uzyska¢ satysfakcjonujgcy efekt antybiofilmowy w stosunku do szczepu EC
nalezatlo zastosowac lipopeptyd w stezeniu 64 mg/L. Ekspozycja na zwigzek w podanym
stezeniu powodowata wysoka redukcje metabolizmu bakterii 1 co najwazniejsze nie
zaobserwowalam jego wzrostu po usunigciu lipopeptydu z medium. Podobny efekt uzyskatam
po zastosowaniu cyprofloksacyny w st¢zeniu 32 mg/L. Chloramfenikol takze wykazat
wysoka skuteczno$¢ wobec biofilmu EC. 90% redukcje metabolizmu bakterii
zaobserwowalam po aplikacji zwigzku w stezeniu 16 mg/L, jednak po jego usunigciu
z medium poziom aktywnos$ci metabolicznej bakterii wrocit do poziomu populacji
poczatkowej. Neomycyna wykazata najnizsza aktywno$¢ wobec EC, w stezeniu 16 mg/L
wywolywata spadek aktywnosci metabolicznej do ok 20% w porownaniu z kontrolg
pozytywna. Usuni¢cie neomycyny z medium powodowalo catkowite odnowienie aktywnosci
metabolicznej hodowli bakteryjne;.

Biofilm wytworzony przez szczep PA na powierzchni polistyrenowej wykazat
najnizszg wrazliwo$¢ na dzialanie lipopeptydu (Cio).-KKKK-NH,. Redukcj¢ aktywnosci
metabolicznej bakterii do poziomu 10% kontroli pozytywnej uzyskatam dopiero po
zastosowaniu zwigzku w stezeniu 256 mg/L. Jednak wycofanie ekspozycji na zwigzek
skutkowato odnowieniem aktywnosci metabolicznej bakterii. Nieco wyzszg aktywno$¢
prezentowaly chloramfenikol i neomycyna. Ekspozycja biofilmu PA na zwigzki w stezeniach,
odpowiednio, 128 i 64 mg/L skutkowata redukcja aktywnos$ci metabolicznej bakterii do ok
10%, jednak ponowna inkubacja szczepu po usunigciu antybiotykéw z medium powodowata
powrdt metabolizmu do poziomu kontroli pozytywnej. Jedynym zwigzkiem skutecznie
eliminujacym biofilm PA okazala si¢ cyprofloksacyna. Redukcje aktywnosci metabolicznej
bakterii o ponad 90% zaobserwowalam juz po aplikacji zwigzku w stezeniu 1 mg/L. Jednak
po wycofaniu cyprofloksacyny z medium obserwowatam cze$ciowe odnowienie aktywnosci
metabolicznej populacji. Trwaty efekt antybiofilmowy uzyskatam po aplikacji zwigzku
w stezeniu 32 mg/L.

Otrzymane wyniki wskazuja na wysoki potencjal lipopeptydu jako alternatywy
w walce z biofilmem formowanym przez bakterie Gram-dodatnie. Zwigzek wykazuje
znacznie silniejsze zdolnosci do skutecznej eliminacji biofilmu szczepéw SA, SE oraz EF
w porownaniu z konwencjonalnymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi. Najbardziej
obiecujagce wyniki otrzymatam w przypadku biofilmu EF, ktéry byt eliminowany dopiero po
zastosowaniu zwigzkow konwencjonalnych w wysokich stezeniach, a po ich wycofaniu

z medium populacja bakterii odnowita si¢ prawie catkowicie.

20



Autoreferat dr Malgorzata Anna Paduszynska

Stosunkowo niska aktywno$¢ lipopeptydu wobec biofilmu tworzonego przez bakterie
Gram-ujemne oraz wyniki otrzymane dla suplementowanych nim ptynéw do soczewek
sktonity mnie do poszukiwania optymalnych kombinacji lipopeptydu z konwencjonalnymi
antybiotykami. Terapia skojarzona moze stanowi¢ skuteczne rozwigzanie problemu
wyksztalcania mechanizméw opornosci  drobnoustrojow na stosowane antybiotyki.
Jednoczesne stosowanie dwoch lub wigcej srodkow przeciwdrobnoustrojowych pozwala na
przywrocenie lub zwigkszenie ich skuteczno$¢ przeciwko opornemu patogenowi. Ponadto ma
na celu poszerzenie spektrum dzialania i pozwala zmniejszy¢ stosowane dawki, a tym samym
ograniczy¢ ryzyko wystapienia objawow niepozadanych [39].

W ramach pracy nr 4.7. przeprowadzilam oceng aktywnosci potaczen dwoch krotkich
lipopeptydow (C,p),-KKKK-NH, 1 (Cy2),-KKKK-NH; oraz temporyny A (TA) z gentamycyng
w stosunku do hodowli planktonowych oraz biofilmu formowanego przez szczepy SA 1 PA
na powierzchni polistyrenowej. Metoda seryjnych rozcienczen oznaczylam MIC wobec
hodowli planktonowej oraz aktywno$¢ metaboliczng populacji biofilmu poddawanej
ekspozycji na badane zwigzki. Otrzymane wyniki prezentowatam jako stezenia MBEC90 oraz
MBECS50 odpowiadajace stezeniom powodujacym redukcje metabolizmu bakteryjnego do
przynajmniej, odpowiednio 10 i 50% w odniesieniu do kontroli pozytywnej. Naste¢pnie
wykorzystujac metode checkerboard wyznaczytam wskazniki utamkowego stezenia
hamujacego (XFIC) i ulamkowego stezenia eliminujgcego biofilm (ZFBEC) w celu oceny
interakcji pomigdzy gentamycyng, a peptydami.

Gentamycyna jest antybiotykiem aminoglikozydowym o szerokim spektrum dziatania.
Hamuje synteze bialek bakteryjnych poprzez wigzanie z malymi podjednostkami rybosoméow.
Antybiotyk znajduje zastosowanie w wielu galeziach medycyny. Dziatania niepozadane
zwigzane sg z nefrotoksycznoscig, neurotoksycznos$cia, ototoksycznoscig oraz powiklaniami
zoladkowo-jelitowymi[40]. Opornos¢ drobnoustrojow na gentamycyne rozwija si¢ powoli, ale
stale. Dotyczy to miedzy innymi Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Enterococcus spp.,
Staphylococcus spp. [41]. Mozliwa jest oporno$¢ krzyzowa z innymi aminoglikozydami,
natomiast dziatanie synergistyczne potwierdzono dla penicylin i cefalosporyn [40]. Wykazano
takze synergizm gentamycyny z cyprofloksacyng i fosfomycyng wobec biofilmu bakterii
Gram-ujemnych [42].

W  przeprowadzonych przeze mnie badaniach stwierdzitam brak synergizmu
zwiazkow peptydowych 1 gentamycyny wobec hodowli planktonowych obu badanych
szczepoéw. Otrzymane wartosci MIC dla zwigzkéw aplikowanych osobno byly zazwyczaj
réwne stezeniom aktywnym oznaczonym dla peptydow 1 antybiotyku stosowanych

w potaczeniach, co $wiadczy o braku interakcji pomiedzy zwigzkami. Gentamycyna
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hamowala wzrost szczepéw SA i1 PA zastosowana w st¢zeniach, odpowiednio 0,25 i 0,5
mg/L. MIC otrzymane dla zwiazkéw peptydowych wobec SA wynosity 8 — 16 mg/L. Aby
zahamowa¢ wzrost PA nalezato podda¢ szczep ekspozycji na lipopeptydy w stezeniu 16 — 32
mg/L, natomiast MIC dla temporyny wynosit az 512 mg/L. Kombinacja TA oraz lipopeptydu
(Ci0)2--KKKK-NH, z gentamycyna pozwolila na redukcj¢ stosowanych stezen o potowe,
co w dalszym ciagu oznacza brak synergizmu [39].

Pomimo braku dzialania synergistycznego w stosunku do hodowli planktonowych,
zaobserwowatam znaczaco wyzsza aktywnos$¢ zwigzkow stosowanych w kombinacji wobec
biofilmu bakteryjnego, zwtaszcza gronkowcowego.

Gentamycyna aplikowana osobno byta bardzo aktywna wobec biofilmu utworzonego
przez PA na powierzchni polistyrenowej. Zarowno MBEC90, jak i MBECS50 wynosity tylko
2 mg/L. Natomiast SA formowat struktury o niskiej wrazliwosci na antybiotyk. Zastosowanie
gentamycyny w najwyzszym badanym st¢zeniu — 32 mg/L (128 razy wyzszym niz MIC) nie
wystarczyto aby zredukowaé metabolizm komoérek SA o 90%. Natomiast aby zmniejszy¢ go
o potowe, nalezato podda¢ biofilm ekspozycji na antybiotyk w stezeniu 1 mg/L.

W przeciwienstwie do gentamycyny, peptydy wykazaly stabg aktywnos$¢ wobec
biofilmu PA. Najwyzsza, ale wciagz niesatysfacjonujaca, aktywno$¢ wykazat lipopeptyd
(C10)2-KKKK-NH,. Uzyskana warto§¢ MBEC90 wyniosta 256 mg/L, czyli 16 razy wigcej niz
MIC. Ekspozycja na peptyd w stezeniu 128 mg/L pozwolita zmniejszy¢ metabolizm PA do
30%. Lipopeptyd (Ci2).-KKKK-NH, zaprezentowal bardzo niskg aktywno$¢, nawet
w najwyzszym stezeniu (512 mg/L) nie powodowal redukcji metabolizmu o potowg. TA
takze wykazata calkowity brak aktywnosci wobec biofilmu PA. Struktury formowane przez
SA byly znacznie bardziej wrazliwe na zwigzki peptydowe. Aby uzyska¢ 90% redukcje
metabolizmu, nalezato podda¢ biofilm ekspozycji na TA 1 (Cio),-KKKK-NH, w stezeniach,
odpowiednio 64 i 32 mg/L. Oba peptydy zastosowane w stezeniu 32 mg/L (4x MIC) obnizyly
aktywno$¢ metaboliczng SA o potowe. Lipopeptyd (Ci2),-KKKK-NH, zastosowany osobno
nie wykazal dzialania na biofilm SA.

Potaczenie gentamycyny z badanymi peptydami spowodowato znaczny wzrost
skuteczno$ci zwigzkow przeciwko biofilmowi utworzonemu przez SA. W zwiazku z tym,
ze gentamycyna nie wykazata zdolnos$ci do redukcji metabolizm SA w populacji biofilmu do
co najmniej 10% w calym badanym zakresie stezen, oznaczenie wartosci MBEC90, a tym
samym XFBEC w celu sklasyfikowania interakcji, nie byto mozliwe. Jednak uzyskane wyniki
jednoznacznie wykazaty, ze istnieje pozytywna interakcja mi¢dzy gentamycyng a peptydami.
Kombinacja gentamycyny z lipopeptydem (Cio),-KKKK-NH, pozwolita na eliminacje

biofilmu po ekspozycji na zwigzki w stezeniach, odpowiednio 1 i 4 mg/L. Dzigki temu
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aktywne stezenie lipopeptydu bylto czterokrotnie nizsze w porownaniu z MBEC90 zwiazku
aplikowanego samodzielnie. Natomiast w przypadku gentamycyny zastosowanie
w kombinacji z lipopeptydem pozwolito zredukowaé stgzenie antybiotyku ponad 32 razy.
To samo stezenie gentamycyny okazato si¢ efektywne kiedy antybiotyk byl stosowany
w potaczeniu z lipopeptydem (C,),-KKKK-NH, w stezeniu 32 mg/L. Nalezy zaznaczy¢, ze
sam lipopeptyd nie byt aktywny wobec biofilmu SA w catym badanym zakresie st¢zen (do 64
mg/L). Ekspozycja biofilmu SA na kombinacje gentamycyny z TA w pozwolita obnizy¢
stezenie aktywne antybiotyku do 0,125 mg/L, co stanowito warto$¢ nizsza niz oznaczone
MIC. Stezenie aktywne peptydu wynosilo polowe MBEC90 otrzymanego dla TA
zastosowanej osobno.

W przypadku biofilmu PA nie zaobserwowatam tak oczywistej interakcji pomiedzy
peptydami a gentamycyng. Jednak zastosowanie potaczen zwigzkoéw pozwolito na redukcje
wartosci zarowno MBEC90, jak i MBECS50. Ekspozycja na antybiotyk w kombinacji
z lipopeptydami pozwolila na zmniejszenie st¢zenia gentamycyny o polowg. Aktywne
stezenia lipopeptydu (Cio),-KKKK-NH, w kombinacji byto réwniez dwukrotnie nizsze niz
MBEC90 1 MBESS50 okreslone dla zwigzku uzytego osobno. Warto$¢ ZFBEC byta rowna 1,
co oznacza brak interakcji pomi¢dzy zwigzkami. W przypadku lipopeptydu (Ci,),-KKKK-
NH,, jego polaczenie z gentamycyng byto skuteczne przeciwko biofilmowi PA, gdy zwigzek
zastosowano w stezeniu 512 i1 256 mg/L (odpowiednio dla MBEC90 i MBEC50). Sam
lipopeptyd (Ci,),-KKKK-NH, byt nieaktywny wobec biofilmu PA w calym badanym zakresie
stezen, wigc interakcja byla silniejsza w poréwnaniu z lipopeptydem zawierajacym kwas
dekanowy. Zastosowanie gentamycyny z TA pozwolito na czterokrotne obnizenie aktywnego
stezenia antybiotyku. W celu zmniejszenia metabolizmu bakterii do 10 1 50%, peptyd
zastosowano w stezeniach odpowiednio 512 1 256 mg/L. Warto zaznaczy¢, ze TA
zastosowana w najwyzszym badanym st¢zeniu (512 mg/L) nie byla aktywna w stosunku do
PA nawet w kulturze planktonowe;.

Silne synergistyczne dzialanie badanych zwigzkow peptydowych i gentamycyny
wobec biofilmu gronkowcowego pozwolilo na rozszerzenie spektrum dziatania
antybiofilmowego antybiotyku. Ponadto umozliwito to obnizenie wykorzystywanych stezen
lipopeptydow znacznie ponizej oznaczonych jako toksyczne wobec zaréwno komodrek
HaCaT, jak 1 ludzkich erytrocytow [publikacja nr 4.3.; pozycja nr I11.4.4. w ,Wykazie
osiggniec...”]. Biorac pod uwage fakt, ze SA i PA nalezg do najczestszych przyczyn infekcji
zwigzanych z biofilmem, wyniki uzyskane w niniejszym badaniu sg bardzo obiecujace i1 bede

je kontynuowata z wykorzystaniem szczepow klinicznych. Jednak oprocz rozszerzenia testow
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mikrobiologicznych, nalezy podja¢ badania skutecznych kombinacji pod katem ich

toksycznos$ci oraz losow w ustroju.

Podsumowanie

Przeprowadzone przeze mnie badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej pozwolity
na identyfikacje¢ grupy kroétkich lipoeptydow zawierajacych jeden lub dwa lancuchy kwasu
thuszczowego sklasyfikowane jako wysoce aktywne w stosunku do bakterii Gram-dodatnich
1 aktywne wobec wigkszosci szczepdw Gram-ujemnych. Poza tym zwigzki wykazaly stabg
aktywno$§¢ wobec grzybow. Oznaczenia aktywnosci hemolitycznej wykazaty, ze
w  wickszosci  przypadkow,  lipopeptydy o  najsilniejszych  wilasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych majg takze silne dziatanie hemolityczne.

Najbardziej obiecujgce zwigzki zostaty przebadane pod katem aktywnos$ci w stosunku
do biofilmu bakteryjnego oraz witasciwosci hamujacych jego rozwdj. Otrzymane wyniki
potwierdzaja wczesniejsze doniesienia odno$nie aktywnosci AMPs wobec biofilmu
w roznych fazach rozwoju. Badane zwigzki wykazaty wysoka aktywno$¢ wobec biofilmow
bakterii Gram-dodatnich i stabe dziatanie w stosunku do bakterii Gram-ujemnych. Ocena
wplywu lipopeptyddw na proces formowania biofilmu pozwolita wytoni¢ zwiazki hamujace
rozwoj struktur zardbwno na powierzchni polistyrenowej, jak i soczewkach kontaktowych.
Dzialanie to moze by¢ wynikiem zapobiegania adhezji drobnoustrojow do kolonizowanej
powierzchni poprzez oddziatywania elektrostatyczne z btong drobnoustroju lub na zaklécanie
dojrzewania biofilmu [43, 44]. Badane zwiazki wykazaty takze zdolno$¢ do eliminacji
dojrzatego biofilmu. Niespecyficzny mechanizm dzialania determinuje aktywnos¢ AMPs w
stosunku do komoérek wolnorosngcych oraz nierosngcych [43-45]. Na silne dziatanie wobec
dojrzatych struktur sktada si¢ takze zdolnos$¢ peptydow do penetracji EPS, co umozliwia
zabijanie glebiej potozonych komorek.

Na podstawie wynikow badan aktywno$ci antybiofilmowej oraz wstepnej oceny
toksycznosci lipopeptydéw wytypowatam najbardziej obiecujacy zwigzek do kontynuacji
badan. Lipopeptyd (Ci0),-KKKK-NH, wykazal zdolnos¢ do poprawy skutecznosci
komercyjnie dostgpnych plynow do soczewek w stosunku do biofilmu bakteryjnego
formowanego na soczewkach kontaktowych. Zwigzek wykazat takze silng aktywno$é
w stosunku do biofilmu formowanego przez bakterie Gram-dodatnie na powierzchni
polistyrenowej, silniejsza w pordwnaniu z chloramfenikolem, ciprofloksacyna, gentamycyna
oraz neomycyng. Ponadto ekspozycja na lipopeptyd skutkowata trwalg redukcja metabolizmu
bakterii, podczas gdy po wycofaniu konwencjonalnych §rodkéw przeciwdrobnoustrojowych

obserwowano odnowienie populacji.
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Badanie aktywno$ci potaczen lipopeptydu (Cio)--KKKK-NH, z gentamycyna
wykazato silne dzialanie synergistyczne w stosunku do biofilmu gronkowcowego, ktory byt
niewrazliwy na dziatanie samego antybiotyku. Natomiast w przypadku lipopeptydu stezenie
aktywne wobec biofilmu zostalo zredukowane znacznie ponizej ste¢zen oznaczonych jako
toksyczne wobec komorek ludzkich. Otrzymane wyniki sugeruja duzy potencjat
lipopeptydow jako $rodkdw wspomagajacych standardowa terapi¢ infekcji zwigzanych
z Dbiofilmem. Brak synergizmu pomigdzy zwigzkami w stosunku do hodowli
wolnoplywajacych w zestawieniu z silng interakcja wobec biofilmu zachgca do dalszego
poszukiwania skutecznych kombinacji obejmujacych zwiazki, ktore nie wykazuja interakcji
w badaniu FIC. Ponadto dziatanie synergistyczne wobec biofilmu zaobserwowano takze dla
lipopeptydu (Ci,),-KKKK-NH,, ktory zastosowany samodzielnie nie wykazuje aktywnosci.
W zwiazku z powyzszym planuje poszerzy¢ badania pod katem interakcji o pochodne
charakteryzujace si¢ brakiem toksycznosci wobec komodrek eukariotycznych i niska
aktywno$ciag mikrobiologiczng. Wyniki aktywno$ci mikrobiologicznej zostang nastgpnie

uzupetnione o niezbedne dane toksykologiczne 1 farmakokinetyczne.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji

kultury, w szczeg6lnosci zagranicznej.

Swoja dzialalnos¢ naukowa rozpoczetam podczas studiow magisterskich na kierunku
Farmacja, na Wydziale Farmaceutycznym Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed).
W latach 2005-2009 bylam przewodniczaca Studenckiego Kota Naukowego (SKN)
w Katedrze 1 Zakladzie Chemii Nieorganicznej. Moja dzialalno§¢ w ramach SKN
zaowocowala praca pogladowa w czasopiSmie o zasiegu krajowym oraz dwiema
prezentacjami ustnymi wygloszonymi na konferencji krajowej i miedzynarodowej. W roku
2008 uzyskatam 6-miesieczne stypendium w ramach The Life Long Learning Programme,
ktore realizowatam w Katedrze Chemii Analitycznej 1 Medycznej, Wydzialu Nauk
Farmaceutycznych na Uniwersytecie w Perugii we Wtoszech. Efektami pracy w zespole prof.
Benedetto Natalini'ego byly moja praca magisterska, publikacja w czasopiSmie o zasiggu
mi¢dzynarodowym oraz streszczenie zjazdowe na konferencji zagranicznej (pozycje nr
11.4.17. 1 11.7.59. w ,,Wykazie osiggnig€...”).

Po zakonczeniu studiow magisterskich na kierunku Farmacja rozpoczg¢tam studia

doktoranckie w Kolegium Studiow Doktoranckich GUMed. Prace doktorska pt. ,,Badanie
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peptydow  przeciwdrobnoustrojowych pod katem ich potencjalnego zastosowania
w gronkowcowych infekcjach skérnych” realizowatam w Katedrze i Zaktadzie Chemii
Nieorganicznej pod opieka prof. dr hab. Wojciecha Kamysza.

Podczas studiow doktoranckich odbylam miesigczng praktyke w Skin Research
Laboratory, School of Pharmacy, Uniwersytetu w Londynie pod opieka dr Majelli Lane
(08.2011 — 09.2011). Nabyte umiejetnosci postuzyty mi do realizacji zadan przewidzianych
w pracy doktorskiej zwigzanych z badaniem przenikania zwigzkéw peptydowych przez skorg.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych odbytam dwumiesieczny staz
w Klinice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein
(06.2014 — 07.2014; Kilonia, Niemcy). Praca w zespole prowadzonym przez prof. Jensa M.
Schroeder'a pozwolita mi na dalsze rozwini¢cie warsztatu badacza oraz poglebienie wiedzy
na temat peptydow przeciwdrobnoustrojowych 1 ich roli w patogenezie chorob cztowieka.

Moje badania do uzyskania stopnia doktora byty mozliwe dzigki finansowaniu
przyznanemu przez Narodowe Centrum Nauki (NCN): grant promotorski nr NN405025240
(2011-2013), ktorego bytam kierownikiem oraz projektom badawczym finansowanym przez
Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW), w ktorych bytam wykonawca.
Projekt MNiSW nr NN405 630638 pt. ,,Czy peptydy przeciwdrobnoustrojowe sg skuteczne
w eradykacji biofilmu gronkowcowego?” byl realizowany w latach 2010-2012 we wspotpracy
z Katedrg 1 Klinikg Dermatologii, Wenerologii i Alergologii GUMed oraz z Katedrag Chemii
Organicznej Wydziatu Chemii Uniwesytetu Gdanskiego. Projekt MNiSW nr NN405 627 838
pt. ,,Badanie aktywnosci i toksyczno$ci wybranych antybiotykéw peptydowych pod katem ich
zastosowania w gronkowcowych zakazeniach skornych” (2010 — 2013) byt realizowany wraz
z nastepujacymi jednostkami GUMed: Katedra 1 Zaktadem Chemii Fizycznej, Katedrg
1 Klinikg Dermatologi, Wenerologii 1 Alergologii oraz Zaktadem Immunologii Klinicznej
1 Transplantologii. Rezultatem przeprowadzonych badan byta moja rozprawa doktorska oraz
publikacje nr 11.4.13.; 11.4.16. 1 11.4.20. zamieszczone w ,,Wykazie osiggni¢e¢...”.

W latach 2013-2016 bylam wykonawcg projektu NCN OPUS nr 2012/05/ B/ST5/00
281 pt. ,,Syntetyczne lipopeptydy - badanie wtasciwosci fizykochemicznych oraz aktywnosci
biologicznej”, ktorego efektem jest publikacja nr 4.2. wchodzaca w sktad prezentowanego
osiggnigcia. Projekt byl prowadzony we wspolpracy z Katedra Technologii Chemicznej
Wydziatlu Chemicznego Politechniki Gdanskie;.

Po uzyskaniu stopnia doktora (w latach 2015-2016) realizowatam zadanie badawcze
pt. ,,Wplyw krotkich lipopeptydow na biofilmy formowane na soczewkach kontaktowych”
finansowane w ramach dotacji dla Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego przyznanych

dla wydzialu Farmaceutycznego GUMed, ktorego wynikiem jest praca nr 4.5. wchodzaca
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w sktad prezentowanego osiggnigcia. W kolejnych latach realizowalam zadania badawcze
,»2Mtody naukowiec” finansowane ze $rodkéw GUMed: MNO1-0185/08/508 pt. ,,Badanie
wlasciwosci biologicznych syntetycznych cyklicznych lipopeptydow” (2016-2017) i MNO1-
0373/08/508 pt. ,,Ocena aktywnosci syntetycznych lipopeptydow stosowanych w polaczeniu
z antybiotykami i1 antyseptykami” (2018-2019), ktére zaowocowaty odpowiednio publikacja

b

nr I11.4.4. zamieszczong w ,,Wykazie osiagni¢¢...” i pracg 4.6. wchodzaca w skiad
prezentowanego osiggnigcia.

Poza realizacja projektow i zadan badawczych bytam takze zaangazowana w projekty
rozwojowe przyznane firmie Lipopharm.pl. W latach 2010-2013, we wspodtpracy z m.in.
Instytutem Inzynierii Materialtbw Polimerowych 1 Barwnikéw (Oddzial Piastow),
Wojskowym Instytutem Chemii 1 Radiometrii (Warszawa), Przedsigbiorstwem Sprzetu
Ochronnego MASKPOL S.A. (Konieczki) 1 Wojskowym Instytutem Higieny i Epidemiologii
(Osrodek Diagnostyki i Zwalczania Zagrozen Biologicznych w Putawach) bralam udziat
w realizacji projektu nr OR00002512 pt. ,,Zastosowanie efektywnych biocydéw, w tym
peptydow przeciwdrobnoustrojowych, jako biobdjczych komponentéw tworzyw i1 materiatow
powlokowych w celu polepszenia wihasciwosci $rodkdw ochrony przed skazeniami”
finansowanemu przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. Bylam takze wykonawca
projektu nr UDA-POIG.01.04.00-22-052/11-01 pt. ,,Opracowanie grup peptydéw aktywnych
przeciwdrobnoustrojowo 1 przeciwnowotworowo” przyznanego przez Polska Agencje
Rozwoju Przedsigbiorczosci w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka
realizowanego w latach 2012 — 2016.

Moja dziatalno$¢ naukowa zarowno przed, jak i po uzyskaniu stopnia doktora dotyczy
przede wszystkim peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (AMPs). Celem moich badan jest
poszukiwanie zwigzkéw aktywnych wobec mikroorganizméw opornych na antybiotyki oraz
biofilmu. Prowadzone przeze mnie badania obejmujg projektowanie i ocen¢ wlasciwosci
biologicznych zwigzkow otrzymanych na drodze syntezy chemicznej. Dotychczas otrzymane
wyniki potwierdzaja wysoka aktywnos$¢ badanych AMPs wobec szczepow referencyjnych
1 klinicznych bakterii 1 grzybéw w formie planktonowej 1 tworzonych przez nie biofilméow.
Najwyzsza aktywnos$¢ prezentuja krotkie lipopeptydy, jednakze wigkszo$¢ z nich prezentuje
takze stosunkowo wysoka aktywnos$¢ hemolityczng wobec ludzkich erytrocytow, w zwigzku
Z czym sg one rozpatrywane w aspekcie zastosowania miejscowego na skorg.

Poza tematyka peptydow przeciwdrobnoustrojowych zaangazowatam si¢ takze
w prac¢ zespoldw naukowych poszukujacych zwigzkéw aktywnych mikrobiologicznie.
We wspolpracy z zaktadem z Zaktadem Chemii Cukréw Uniwersytetu Gdanskiego prowadze

badania nad zastosowaniem syntetycznych saponin, jako zwigzkéw przeciwgrzybiczych
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1 przeciwbakteryjnych (publikacje nr: 11.4.1.; 11.4.2.; 11.4.8. 1 11.4.26. 1 streszczenia zjazdowe
nr: 1L.7.5.; 1L7.6.; 11.7.12; 11.7.13; 11.7.21; 11.7.22; 11.7.27.; 11.7.28.; 11.7.33. w ,,Wykazie
osiggnieé...”). Badania przeprowadzone we wspolpracy z Zakladem Analizy Srodowiska
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego pozwolity na identyfikacje substancji
przeciwdrobnoustrojowych w organizmach owadow (publikacje nr: 11.4.10.; 11.4.14.; 11.4.15.;
11.4.17.; 11.4.19.; 11.4.21. 1 11.4.22. w ,,Wykazie osiagni¢¢...”).

Poza publikacjami naukowymi wymienionymi w wykazie osiggni¢¢ bezposrednim
rezultatem prowadzonych przeze mnie prac sg takze liczne doniesienia konferencyjne. Cze$¢
z nich prezentowatam ustnie na konferencjach mi¢dzynarodowych oraz krajowych (Pozycje
nr 1L.7.7.; 1L.7.14.; 11.7.29.; 11.7.34.; 11.7.39.; 11.7.42.; 11.7.46.; 11.7.47.; 7.60.; 7.61.
w ,,Wykazie osiggnig¢...”).

Moje zaangazowanie naukowe byto wielokrotnie doceniane w ramach przyznanych
nagrod oraz stypendidw: Stypendium dla Doktorantéw prowadzacych badania naukowe na
GUMed (12.2011 — 11.2012); Stypendium "Innodoktorant" - IV edycja programu (02.2012 —
08.2012); Stypendium doktorskie dla pracownikéw GUMed (5.2013 — 04.2014); Nagroda za
najlepsza  prac¢  eksperymentalng ~ Forum  Mlodych  Polskiego = Towarzystwa
Dermatologicznego (03.2011, L6dz); Indywidualna Nagroda Rektora GUMed III stopnia
(2015); Zespotowe Nagrody Rektora GUMed I stopnia (2012, 2015, 2017) 1 II stopnia (2016,
2018).

Moj dorobek naukowy w okresie po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje 19 prac
naukowych: 17 oryginalnych i 2 pogladowe (w tym 7 jako pierwszy autor i 8 jako autor
korespondencyjny). Laczna punktacja IF, prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora
wynosi 51,945, a liczba punktow KBN/MNiSW 770. Na moment skladania wniosku moj
dorobek naukowy obejmuje 39 prac naukowych (w tym 16 jako pierwszy autor, a 19 jako
autor korespondencyjny) o tacznej punktacji IF 80,695 (1139 punktéw KBN/MNiSW),
natomiast h-indeks to 14/13, a prace byly cytowane 438/406 (bez cytowan wiasnych) razy
wedtug, odpowiednio bazy Scopus/Web of Science Core Collection.

Moja dziatalno$¢ naukowa w najblizszej przyszilosci bedzie stanowila kontynuacje
oraz rozszerzenie badan kombinacji AMPs i1 konwencjonalnych antybiotykéw oraz
antyseptykow pod katem mozliwosci ich zastosowania w profilaktyce i zwalczaniu biofilmu
bakteryjnego. Planowane badania bedg miaty na celu zidentyfikowanie potaczen zwigzkow
skutecznych wobec struktur hodowanych na biomateriatach oraz probe oceny mechanizmu
interakcji pomiedzy zwigzkami. Jest to szczegodlnie interesujace w przypadku substancji nie
wykazujacych interakcji wobec komoérek wolnoptywajacych, a dla ktérych zaobserwowano

dziatanie synergistyczne w stosunku do biofilmu. Swoja uwage zamierzam skupi¢ na
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zwigzkach o potwierdzonym braku dziatania toksycznego wobec organizmu ludzkiego,
jednakze nie oznacza to rezygnacji z dalszego poszukiwania struktur o pozadanych

wlasciwosciach biologicznych.

6. Informacja o  osiagnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

Poza prowadzeniem badan naukowych angazuje si¢ takze w dziatalno$¢ towarzystw
oraz wydawnictw naukowych, wypelniam powierzone obowigzki dydaktyczne
1 organizacyjne oraz aktywnie uczestnicz¢ w zyciu uczelni poprzez czynny udziat w akcjach
popularyzujacych nauke i zdrowy styl zycia.

Od 2009 roku nalez¢ do Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, a od 2013 roku
jestem czlonkiem Zarzadu Oddziatu Gdansk PTFarm. W latach 2011-2018 nalezatam do

Europejskiego Towarzystwa Dermatologii Eksperymetntalnej (European Society for

Dermatological Research).

W roku 2016 zajetam si¢ przygotowaniem numeru specjalnego na temat peptydow

przeciwdrobnoustrojowych dla czasopisma Current Topics in Medicinal Chemistry

(IF=3,218) wydawnictwa Bentham Science. Numer zostal opublikowany w 2017 roku
(CTMC 17-06, 2017) 1 zawierat 9 artykutow przegladowych prezentujacych najnowsze dane
z zakresu tematyki peptydow przeciwdrobnoustrojowych: metod pozyskiwania
1 projektowania zwigzkdéw, mechanizmu dziatania i potencjalnych zastosowan zwigzkow.

Obecnie pracuj¢ nad numerem specjalnym dla czasopisma Antibiotics (IF = 3,893;

https://www.mdpi.com/journal/antibiotics/special issues/Mechanism Peptide) wydawnictwa
MDPI pt. ”Mechanisms of Antimicrobial Peptides on Pathogens”. Numer bedzie zawierat
artykuly oryginalne dotyczace mechanizméw dziatania peptydow przeciwdrobnoustrojowych.
Termin zgtaszania artykuléw zostat ustalony na 15.01.2021.

W latach 2015-2020 sporzadzitam 22 recenzje prac naukowych dla nastepujacych
czasopism: World Journal of Microbiology and Biotechnology (IF= 2,477; SPRINGER;

7 recenzji), Microorganisms (IF= 4,152; MDPI; 2 recenzje), European Journal of
Pharmaceutical Sciences (IF = 3,616; ELSEVIER; 2 recenzje), International Journal of
Molecular Sciences (IF = 4,556; MDPI; 2 recenzje), Nanomaterials (IF = 4,324; MDPI),
Biomolecules (IF = 4,082; MDPI), Antibiotics (IF = 3,893; MDPI), Future Microbiology (IF
= 3,607; FUTURE SCIENCE), Future Medicinal Chemistry (IF = 2,907; FUTURE
MEDICINE), Canadian Journal of Infectious Diseases and Medical Microbiology (IF = 1,52;
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HINDAWI), The Open Microbiology Journal (BENTHAM), Journal of Complementary
Medicine Research (Journal of Intercultural Ethnopharmacology; C/O SUKASIREE
PUBLICATION) oraz International Journal of Allergy Medications (CLINMED
INTERNATIONAL LIBRARY).

Na moja dzialalno$¢ dydaktyczna sktadaja sie:

1. Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych z Analizy chemicznej dla studentow 1 roku

kierunkéw Farmacja i Analityka Medyczna (od 2010; GUMed).

2. Przygotowanie i prowadzenie wykladow oraz ¢wiczen laboratoryjnych w ramach
przedmiotu do wyboru ,Nieorganiczne Zwigzki wykorzystywane w kosmetologii”

przeznaczonego dla studentoéw 1 i 2 roku kierunku Farmacja (od 2018; GUMed).

3. Przygotowanie i przeprowadzenie wykladow z zakresu chemii nieorganicznej w ramach
przedmiotu ,,Chemia Ogodlna 1 Nieorganiczna”; kierunek Analityka Medyczna (rok

akademicki 2017/18; GUMed).

4. Przygotowanie 1 przeprowadzenie c¢wiczen laboratryjnych w ramach fakultetu
uzupehniajacego ,,Blok zaje¢ chemicznych™; kierunek Przemyst Farmaceutyczny

1 kosmetyczny (lata 2017/18 1 2018/19; GUMed).

5. Przygotowanie zagadnien 1 pytan testowych na egzamin wstgpny dla kandydatow na studia
magisterskie na kierunku Przemyst Farmaceutyczny i kosmetyczny (lata 2017/18 1 2018/19;
GUMed).

6. Pelnienie funkcji opiekuna nadzorujgcego przebieg szesciomiesi¢cznej praktyki zawodowej
studentow Wydzialu Farmaceutycznego z Odzialem Medycyny Laboratoryjnej w aptece
ogoblnodostepne;j i szpitalnej (rok akademicki 2017/18).

7. Rola promotora pomocniczego pracy doktorskiej mgr Magdaleny Maciejewskiej
pt. ,,Badanie krétkich lipopeptydow pod katem ich potencjalnego zastosowania w profilaktyce
1 zwalczaniu infekcji oka zwigzanych ze stosowaniem soczewek kontaktowych” (praca

w trakcie oceny przez Recenzentow).

W ramach zadan organizacyjnych odpowiadam za uktadanie planu zaje¢ oraz obstuge

rozliczania 1 planowania godzin dydaktycznych (system ePensum) w Katedrze i Zaktadzie
Chemii Nieorganicznej (od 2016 roku). W 2018 roku wziglam udziat w organizacji Dnia

Otwartego na Wydziale Farmaceutycznym (czlonek komitetu organizacyjnego, 20.04.2018).

W ramach dziatalnos$ci popularyzujacej nauke:
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1. Od kwietnia 2017 prowadze strong Oddzialu Gdansk Polskiego Towarzystwa

Farmaceutycznego na portalu Facebook.

2. Bralam udziat w I edycji Nauki dla Zdrowia — Dnia Otwartego GUMed — stoisko
Studenckiego Kota Naukowego Katedry i Zaktadu Chemii Nieorganicznej (20.04.2018).

3. Zajetam si¢ organizacja zaje¢ w Katedrze 1 Zaktadzie Chemii Nieorganicznej w ramach
English Winter Camp — charytatywny program edukacyjno-wychowawczy, ktdrego celem jest
wspieranie w rozwoju dzieci wychowujacych si¢ w domach dziecka, rodzinach zastepczych

oraz w rodzinach o niskim statusie materialnym (2-9.02.2018).

4. Wzigtam udzial w przygotowaniu i1 prezentacji do$wiadczen chemicznych dla dzieci
w ramach Festiwalu Nauki 1 Zabawy na rzecz Pomorskiego Hospicjum dla Dzieci

(22.04.2017).

5. Wyglositam wyktad pt. ,,Zastosowanie zwigzkéw peptydowych w dermatologii
1 kosmetologii” w ramach Jesiennych Spotkan ze Zdrowiem ,,Pickni Jesienig"

organizowanych przez Wyzsza Szkote Zdrowia w Gdansku (7.11.2016).

6. Wykonatam prezentacje eksperymentow z zakresu chemii nieorganicznej podczas

VII Battyckiego Festiwalu Nauki (29-30.05.2009)

7. Przygotowalam artykut dla czasopisma Laboratorium: DAWGUL M.*, Kamysz W.
Naturalne antybiotyki peptydowe. Laboratorium 2009, nr 10, s. 12-15.

8. Przygotowatam i zaprezentowatam pokazy popularno-naukowe promujace zdrowy styl

zycia w ramach ,,Piknik na Zdrowie” (23.06.2007).

9. Przygotowatam i zaprezentowalam pokazy popularno-naukowe promujace zdrowy

styl zycia w ramach ,,Piknik AMG — Centrum Twojego Zdrowia (28.05.2006).

10. Zaprezentowatam cykl pokazéw popularnonaukowych promujacych zdrowy styl zycia

w ramach II Festyn Promocji Zdrowia Medykalia (14.05.2005).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Poza przedstawiong w powyzszych punktach dzialalno$cia naukowsa, dydaktyczng
oraz popularyzujaca nauk¢ jestem zaangazowana takze we wspolprace z sektorem

gospodarczym:
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1.

Odbytam miesigczny staz w laboratorium farmaceutycznym Homeofarm w Gdyni
(10.2010), gdzie zajmowalam si¢ opracowywaniem alternatywnych mieszanin

konserwujacych do preparatéw kosmetycznych.

2. Pemitam funkcje opiekuna stazu w ramach projektu ,,Wspdipraca nauki 1 biznesu
przysztoscia Pomorza”, dofinansowanego ze $rodkow Europejskiego Funduszu
Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki (2012).

3. Wspdlpracuje z firmg Spreewaelder Arzneimittel GmbH w zakresie konsultacji nt.
formulacji preparatow kosmetycznych i wyrobow medycznych do zastosowania na
skore (od 2019 — obecnie).
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