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WPROWADZENIE

Rozprzestrzenianie si¢ opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe jest
problemem stale narastajacym od wielu lat. Nowe mechanizmy opornosci pojawiaja si¢ 1
rozprzestrzeniaja na calym $wiecie, prowadzac tym samym do spadku skutecznosci terapii
wielu choréb zakaznych [1]. Wedlug raportu WHO (Antibacterial agents in clinical development,
an analysis of the antibacterial clinical development pipeline, 2019) w samych Stanach Zjednoczonych
kazdego roku ponad 2,8 miliona oséb zapada na choroby wywolane przez
antybiotykooporne drobnoustroje. Z kolei analiza O’Neilla z 2014 roku (Antimicrobial
Resistance: Tackling a crisis for the health and wealth of nations. The Review on Antimicrobial Resistance)
szacuje, ze opornos¢ na antybiotyki powoduje na §wiecie ponad 700 000 zgonéw rocznie.
Eksperci (Antimicrobial resistance: global report on surveillance, 2014) podkreslaja, ze $wiat wkracza
w er¢ postantybiotykows i, o ile nie zostang podjgte inicjatywy, w postaci wielokierunkowych
strategii walki z antybiotykoopornoscia, to pospolite i niegrozne dzisiaj infekcje bakteryjne
moga stac si¢ wkrotce $miertelne, a jak przewiduje O’Neill liczba zgonéw do 2050 roku moze
wzrosnaé nawet do 10 miliondw rocznie.

Jedna ze strategii walki z antybiotykoopornoscia, rekomendowana przez WHO, jest
opracowywanie nowych substancji leczniczych, wykazujacych nowe mechanizmy dzialania.
Doskonala matrycg do tego celu jest grupa peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
(Antimicrobial peptides - AMP) [2-5].

Naturalne AMP wytwarzane sa przez szereg organizmoéw Ewcaryota. Ich dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe wobec patogendéw, w tym bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych, wirusow i grzybéw, przebiega wg réznych mechanizméw, na przyktad poprzez
rozerwanie blony, oddzialywanie na struktury wewnatrzkomoérkowe czy immunomodulacje
[6-12].

Chociaz kilka naturalnych AMP  odkryto juz na poczatku XX wiceku to
zainteresowanie nimi jako potencjalnymi antybiotykami wzrosto dopiero w obliczu
widocznego wzrostu antybiotykoopornosci, czego odzwierciedleniem jest liczba
opublikowanych doniesient naukowych w latach 1952-2020 (Ryc. 1) [13].
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Rycina 1. Liczba publikacji dotyczacych zagadnienia antybiotykoopornosci oraz peptydéw przeciwdrobno-
ustrojowych opublikowanych w latach 1952 — 2020; (Zrédlo: Scopus; hasto wyszukiwania: antimicrobial
peptides; antibiotic resistance).



Wigkszo$¢ naturalnych AMP to czasteczki amfipatyczne, kationowe, ztozone z 10-
50 reszt aminokwasowych. Ladunek dodatni zapewniaja czasteczkom AMP aminokwasy
zasadowe: arginina, lizyna 1 histydyna. Amfipatyczno$¢ czasteczki AMP to najczesciej rezultat
wzajemnego  przestrzennego ulozenia  hydrofilowych 1 hydrofobowych  reszt
aminokwasowych [14-18].

AMP charakteryzuje strukturalna réznorodnos¢, gdyz w okreslonych warunkach ich
czasteczki moga przyjmowac¢ drugorzedows strukture np. B-harmonijki lub «-helisy. Do
grupy amfipatycznych o-helikalnych AMP naleza m.in. magainina i LL-37, u ktérych
drugorzedowa struktura pojawia jest dopiero w zetknigciu ze $rodowiskiem niepolarnym,
jakim jest np. bfona bakteryjna. Inne AMP, takie jak defensyny, charakteryzuja si¢ dwoma
lub wigcej fragmentami sfaldowanymi w B-arkusz, stabilizowanymi wiazaniami
disulfidowymi. Wreszcie peptydy, ktére nie maja okreslonego motywu strukturalnego i sa
definiowane przez wysoka zawarto$¢ okreslonych reszt aminokwasowych, takich jak
histydyna, arginina, glicyna lub tryptofan. Na przykiad ludzkie histatyny, bogate w reszty
histydynowe i indolicydyna z bydlecych leukocytéw, ktéra ma wiele reszt tryptofanu i
argininy [16-23].

AMP w poréwnaniu z konwencjonalnymi antybiotykami prezentujq kilka
nieckwestionowanych zalet. Po pierwsze, czesto dzialaja z wykorzystaniem wielu
niespecyficznych mechanizméw jednoczesnie, stad obserwuje si¢ ich szerokie spektrum
dzialania przeciwdrobnoustrojowego. Po drugie, niespecyficzne mechanizmy dzialania
sprawiaja, ze istnieje stosunkowo niskie prawdopodobienistwo pojawienia si¢ lekoopornosci
na AMP. Po trzecie, wybrane AMP oprécz  bezposredniego  dzialania
przeciwdrobnoustrojowego  wykazuja ~ zdolno§¢ do  modulowania  odpowiedzi
immunologicznej np. poprzez aktywnos$¢ chemotaktyczna, czy modulacje ekspresii
prozapalnych cytokin [6,24-28].

Obok niezaprzeczalnych zalet istnieja tez ograniczenia mozliwosci stosowania AMP
pochodzenia naturalnego. Zwigzane sa one z podatnoscia na degradacje proteolityczna,
wiazaniem z biatkami surowicy, spadkiem aktywnosci przeciwbakteryjnej w obecnosci
fizjologicznego stezenia soli oraz wysokimi kosztami produkciji wynikajacymi ze ztozonosci
struktury [13,29-32]. Odpowiedzia na te ograniczenia moga by¢ kroétkie lipopeptydy
kationowe zaprojektowane i otrzymane de novo. Krotkie lipopeptydy kationowe stanowia
atrakcyjna  alternatywe ~w  poréwnaniu  z  dluzszymi naturalnymi  peptydami
przeciwdrobnoustrojowymi ze wzgledu na prosta strukture, wigksza stabilno$§é
fizykochemiczna wynikajaca z obecnosci D-aminokwaséw 1 kwasow tluszczowych, czy
amidacji C-konica. Dodatkowo, krétkie lipopeptydy kationowe sg czasteczkami amfifilowymi,
dlatego maja tendencje do tworzenia agregatow (miceli) o hydrofobowym rdzeniu i
hydrofilowej powierzchni. Dzigki temu sq lepiej chronione przed degradacja proteolityczna
w poréwnaniu z peptydami, ktore agregacji nie ulegaja. Liczne badania potwierdzaja ich
wysoka aktywno$¢ wobec szczepéw opornych na konwencjonalne antybiotyki, w tym
metycyllinooporne Staphylococcus anrens (MRSA) 1 wankomycynooporne enterokoki (VRE), a
takze przeciwnowotworowg i immunomodulujaca [33-38].



Z.AY.OZENIA I CEL BADAN

Wobec rozprzestrzeniania si¢ opornosci na antybiotyki istnieje ciggla potrzeba
poszukiwania nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych.

Celem podjetych badan naukowych, zaprezentowanych w cyklu 6 publikacji
oryginalnych i 1 pracy pogladowej, byla synteza, ocena wlasciwosci biologicznych i
fizykochemicznych oraz zaprezentowanie mozliwosci potencjalnego zastosowania zwigzkéw
przeciwdrobnoustrojowych o budowie peptydowe;j.

Zwiazki peptydowe zaprojektowalam w taki sposéb by odwzorowa¢ amfipatyczne
wlasciwosci II-rzedowej struktury naturalnych AMP 1 przelozy¢ je na strukture I-rzedowa.
Zalozylam, ze dodatni tadunek syntezowanych czasteczek bedzie pochodzil od reszt
aminokwasow zasadowych (Lys, Arg). Amfipatyczno$¢ czasteczek uzyskalam poprzez
wprowadzenie  hydrofobowego  fragmentu  kwasu tluszczowego  (dekanowego,
dodekanowego, tetradekanowego 1 heksadekanowego).

Zalozylam, ze otrzymane w ten sposob lipopeptydy beda poddane ocenie
wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych wobec szczepéw referencyjnych oraz klinicznych,
w tym wobec szczepéw metycylinoopornych, oraz ocenie aktywnosci w warunkach 7 vivo z
wykorzystaniem larw Galleria  mellonella  (publikacje A2, A7). Postanowilam oceni¢
toksycznos¢ wybranych lipopeptydéw wobec ludzkich keratynocytéw oraz zweryfikowac,
czy lipopeptydy wykazuja dziatanie ochronne wobec tych komérek w modelu zakazonej rany
(publikacje Al, A7). Zaplanowalam, ze wybrane lipopeptydy zostana poddane ocenie
wladciwosci konserwujacych nasienie Swus domesticus (publikacja A3). Ponadto, zaplanowatam
wykonanie modelowania jakosciowej i illosciowej zaleznos$ci pomiedzy struktura chemiczng
a aktywnos$cia przeciwbakteryjna (Structure-Activity Relationship — SAR, Quantitative
Structure-Activity Relationship — QSAR), iloSciowej zaleznosci pomiedzy strukturg
chemiczng a toksycznoscia (Quantitative Structure-Toxicity Relationship — QSTR).
Zaplanowalam takze przeprowadzenie symulacji odzwierciedlajacych zachowanie badanych
lipopeptydow w blonie bakterii Gram dodatnich i Gram ujemnych z wykorzystaniem
dynamiki molekularnej (publikacje A4, A5). Dokonalam réwniez przegladu
przeciwdrobnoustrojowych  zwigzkéw peptydowych, zakwalifikowanych do badan
klinicznych (publikacja A6).

WEASCIWOSCI PRZECIWDROBNOUSTROJOWE I TOKSYCZNOSC

Lipopeptydy powstale w wyniku polaczenia aminokwasow zasadowych z kwasem
heksadekanowym Ci-KeK-NH,, Ci--KRK-NH,, Ci-RR-NH,, Ci-RRR-NH. poddano
ocenie wiadciwosci przeciwdrobnoustrojowych, a wyniki zaprezentowano w pracy A7.
Wszystkie badane zwiazki wykazywaly stosunkowo silne dzialanie przeciwbakteryjne i
umiarkowane przeciwgrzybicze. Minimalne stezenie hamujace (MIC) wobec Staphylococcus
anrens miescito si¢ w zakresie od 2 do 8 mg/L. Najbardziej aktywnym zwiazkiem w tescie
MIC na Staphylococcus anreus byt Ci--RRR-NHa. W przypadku Escherichia coli zahamowanie
wzrostu wymagalto wyzszego stezenia lipopeptydow, MIC dla badanych zwiazkéw wynosito
od 8 do 16 mg/L. MIC wyznaczone dla Candida albicans byto juz znacznie wyzsze i dla
wszystkich zwigzkow wynosilo 128 mg/L. Uzyskane wartoSci minimalnego stezenia
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bakteriobojczego (MBC) dla wszystkich testowanych szczepéw byly przewaznie réwne MIC
lub dwukrotnie od niego wigksze. W omawianej pracy (A7) wuzyskane wyniki
mikrobiologiczne poréwnano z wczesniej opublikowanymi danymi uzyskanymi dla
lipopeptydow z dwoma lafncuchami kwasu tluszczowego (Cig)r-KKKK-NH; 1 (Ciz)2-
KKKK-NH,, oraz z Ci-KKK-NH; [39,40]. Poniewaz charakteryzowala je podobna
aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, postanowilam dolaczy¢ je do badan cytotoksycznosci
wobec komoérek HaCaT. Na podstawie wykonanych testow stwierdzono wysoka
toksycznos¢ wszystkich lipopeptydow z jednym taficuchem heksadekanowym. Ich wartosé
IC50 wahata si¢ od 1,8 do 7,4 mg/L, co w przypadku tych lipopeptydéw bylo ponizej
najnizszego stezenia aktywnego mikrobiologicznie. Najbardziej toksycznymi peptydami byty
Cis-KIK-NH: i Ci16-RR-NHy, a najnizsza toksyczno$¢ wykazywal lipopeptyd Cie-KeK-NHo..
Na podstawie otrzymanych wynikéw toksycznosci badanych lipopeptydéw z jednym
kwasem heksadekanowym, wobec keratynocytow, stwierdzono ze nie mozna ich
zakwalifikowa¢ do dalszych badan nad zastosowaniem w terapii infekcji bakteryjnych.

W przeciwienistwie do lipopeptydow z jednym kwasem heksadekanowym, zwigzki
zawierajace dwa tancuchy kwasu dekanowego i dodekanowego okazaly si¢ nietoksyczne dla
ludzkich keratynocytéw w ich mikrobiologicznie aktywnych stezeniach. Wyznaczone
wartosci IC50 dla (Cig)o-KKKK-NH, i (Ci2),-KKKK-NH, wynosily odpowiednio 49,4
mg/L.i42,1 mg/L.

W pracy A7 przedstawiono wyniki badania zdolnosci lipopeptydéw do przenikania
przez skore ludzka. Na sztuczne membrany umieszczone w komorach Franza aplikowano
roztwory lipopeptydéw w stezeniu 1 g/L. Po 24h eksperymentu nie stwierdzono obecnosci
zadnego lipopeptydu w plynie akceptorowym. Mozna si¢ zatem spodziewad, ze zwiazki te
nie pokonuja bariery skornej.

Wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjna, potwierdzona we wczesniejszych pracach,
oraz wysokie IC50 wobec HaCaT (A7) 1 ludzkich krwinek czerwonych [39] w
mikrobiologicznie aktywnych stezeniach, zachecily mnie do dalszych badan nad
potencjalnym zastosowaniem lipopeptydéw z dwoma tanicuchami kwasu ttuszczowego jako
nowych $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych. Szczegélnie interesowalo mnie badanie
wladciwosci przeciwdrobnoustrojowych w warunkach 7z vivo. W tym celu nawigzalam
wspolprace z Houston Methodist Research Institute (USA). Wynikiem tej wspolpracy jest
publikacja A2, w  ktérej przedstawiono wyniki badan nad  aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowg (Cio)>-KKKK-NH: i (Ci2)-KKKK-NH; wobec szczepow S. aureus
o znaczeniu kliniczoym. Zwiazkiem odniesienia w tych badaniach byla daptomycyna,
antybiotyk silnie aktywny wobec bakterii Gram-dodatnich 1 wykorzystywany w terapii
zakazen skory i tkanek migkkich [41]. Badania wykazaly podobng aktywnos¢ (Cip).-KKKK-
NH; i (Ci2)>--KKKK-NH; wobec wrazliwych na metycyling szczepow S. aurenus (MSSA) na
poziomie 4 — 8 mg/L, oraz wobec metycylinoopornych szczepdéw S. aureus (MRSA) na
poziomie 4 — 32 mg/L. Co wazne, oba lipopeptydy wykazaly podobna aktywnosé wobec
wszystkich 10 testowanych szczepdw klinicznych MRSA, w tym szczepdéw opornych na
daptomycyne, takich jak CB1634. Wyniki te sugeruja, ze lipopeptydy (Cio)>- KKKK-NH, i
(Ci2)o-KKKK-NH, sa aktywne wobec szczepow MRSA niezaleznie od fenotypu.
Stwierdzono tez, ze w przeciwienstwie do daptomycyny, aktywnos¢ lipopeptydéw jest
niezalezna od obecnosci jonéw wapnia w pozywce. Wyznaczenie krzywych przezywalnosci
przeprowadzone na 3 szczepach, jednym MSSA i dwéch MRSA, wykazalo ze (Cig).-KKKK-
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NH,, tak jak daptomycyna, wywolywal efekt bakteriobdjczy u wszystkich badanych
szczepéw po 8h. Drugi z badanych lipopeptydow, (Ciz)-KKKK-NH,, hamowal rozwdj
drobnoustrojéw przez pierwsze 8h lecz po 24h obserwowano ponowny wzrost komorek.

W celu zbadania, czy lipopeptydy (Cip):-KKKK-NH, i (Ci2)-KKKK-NH,
zachowuja aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec szczepow MSSA 1 MRSA w
warunkach 7 vivo, jako organizm modelowy zastosowano larwy barciaka wigkszego (Galleria
mellonella). Larwy zakazone §. aurens poddawano dziataniu (Cip)2- KKIKIK-NHa, (Ci2)2-KKKK-
NH, oraz daptomycyny. Zaobserwowano, ze w pierwszym dniu terapii leczenie (Cig)z-
KKKK-NH; skutkowalo przezywalnoscig larw miedzy 50-90%, a (Ci2).-KKKK-NH>
miedzy 60-80%. Zblizona, 80-90% przezywalno$¢ w pierwszym dniu terapii
zaobserwowano wsrdd larw, ktérym podano daptomycyne.

Dzigki zastosowaniu skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) zaobserwowano,
ze komorki bakteryjne po wystawieniu na dziatanie badanych lipopeptydow ulegly znacznej
deformacji, co wskazuje na zmiany strukturalne w obrebie blony bakteryjnej powiazane z
uwolnieniem zawarto$ci komoérek (Ryc. 2).

Rycina 2. Zmiany morfologiczne komorek Staphylococcus anrens ATCC 29231 przed (A) i po zastosowaniu (Cio)2-
KKKK-NH: (B) i (Ci2)>-KKKK-NH; (C) obserwowane za pomocs skaningowej mikroskopii elektronowej

(SEM).

Badania nad aktywnoscia lipopeptydow z dwoma lafdcuchami tluszczowymi
kontynuowalam w ramach wspélpracy z Uniwersytetem Friedricha Schillera w Jenie
(Niemcy). Rezultatem tej wspolpracy jest publikacja Al, w ktérej przedstawiono badania z
wykorzystaniem wspolnej hodowli keratynocytéw HaCaT i S. aureus stuzacej jako model
vitro zakazonej rany. Celem tych badan byla ocena, czy lipopeptydy (Cip).-KKKK-NHo i
(Ci2)o-KKKK-NH, moga zapobiega¢ uszkodzeniom bakteryjnym keratynocytéw
wywolanym zakazeniem Staphylococcus anrens. Wykorzystano do tego celu pomiar stezenia
komérkowego ATP, dehydrogenazy mleczanowej (LDH), oraz cytokin prozapalnych:
interleukiny-6 1 interleukiny-1o.

Zaobserwowano, ze w niezakazonej hodowli, czyli negatywnej probie kontrolnej,
zawarto$¢ ATP podwajala si¢ co 24h, podczas gdy w hodowli zakazonej S. aureus (dodatnia
préba kontrolna) poziomy ATP byly bardzo niskie, gdyz infekcja powodowala powazne
uszkodzenie keratynocytow HaCaT oraz ich bardzo mala zywotnosé. Zastosowanie
lipopeptydow  (Cip)o-KKKK-NH, i (Ci2)»-KKKK-NH; zapobiegalo uszkodzeniom
keratynocytow HaCaT po zakazeniu . aureus, przywracalo zywotnosé komoérek oraz poziom
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ATP do poziomu niezakazonej proby kontrolnej. Zakazenie keratynocytow HaCaT S. aureus
przyczyniato si¢ do znacznego wzrostu LDH oraz cytokin IL-6 1 IL-1a po 24 i 48h, podczas
gdy stezenia tych substancji w prébie negatywnej byly bardzo niskie. Podobnie w zakazonych
hodowlach HaCaT, ktére inkubowano z lipopeptydami, poziomy LDH, 11.-6 i IL-1a byly
bardzo niskie, co wskazuje na ochrong¢ keratynocytéw przed uszkodzeniem bakteryjnym
przez oba badane lipopeptydy.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze obydwa lipopeptydy
wykazujg bardzo szybkie dzialanie przeciwbakteryjne, a tym samym zapobiegaja uszkadzaniu
keratynocytow przez S. awrens we wspolnej hodowli symulujacej zainfekowana rane.
Dodatkowo, lipopeptydy hamowaly prozapalna reakcje keratynocytow wywolana
zakazeniem S. awrens co czyni je obiecujacymi kandydatami o duzym potencjale
terapeutycznym w leczeniu zakazen miejscowych.

Wezesniej wspomnialam, ze wysoka toksycznos$¢ badanych lipopeptydéw z jednym

tanicuchem kwasu heksadekanowego wyklucza je z dalszych badan nad ich zastosowaniem w
terapii infekcji bakteryjnych. Jednak infekcje to nie jedyny obszar gdzie wystepuje
konieczno§¢ zwalczania rozwoju drobnoustrojow. Innym obszarem jest konserwacja
komorek, np. nasienia. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne, podobnie jak kriokonserwacja,
wywoluje znaczny spadek wartosci zapladniajacej nasienia wybranych gatunkéw zwierzat
[42-44]. Z tego wzgledu, preferowang metoda konserwacji takiego nasienia jest
przechowywanie w stanie plynnym w obecnosci antybiotykéw (Dyrektywa 90/429/EWG).
Niestety coraz wigksza czg$¢ szczepoéw zanieczyszczajacych ejakulaty jest oporna na
antybiotyki powszechnie stosowane jako dodatki do rozcieficzalnikéw nasienia [45,46].
Z tego powodu postanowilam zbada¢, czy potencjal przeciwdrobnoustrojowy
lipopeptydow, ktore sa zbyt toksyczne by rozwazaé ich zastosowanie medyczne, moglby
zosta¢ wykorzystany do konserwacji nasienia samcoéw zwierzat hodowlanych. W tym celu
nawigzalam wspotprace z Instytutem Rozrodu Zwierzat Gospodarskich w Bernau bei Berlin
(Niemcy). Rezultatem tej wspolpracy jest publikacja A3, ktérej celem byla ocena
niskotemperaturowej konserwacji nasienia Swus domesticus z zastosowaniem lipopeptydéw
przeciwdrobnoustrojowych.

Pierwszy etap eksperymentu polegal na ocenie potencjalnego szkodliwego wplywu
lipopeptydow na plemniki Swus domesticus rasy Pietrain. Wytypowano do badania siedem
lipopeptydow: Ci-KIK-NH,, Cie-KKK-NH,, Ci-KKKK-NH,, Ci,-KK-NH,, C;-KKK-
NH,, Ci-KKKK-NH, (Ci0)>-KKKK-NH,.  Sporzadzono zawiesing nasienia w
rozcieniczalniku a nastepnie dodano lipopeptydy w takiej ilosci by ich ostateczne ste¢zenie
wynosito 1xMIC oraz 2xMIC. Prébki inkubowano przez 30 i 300 min. w 38°C. Po
zakonczonej inkubacji dokonano analizy parametrow charakteryzujacych jako$¢ nasienia:
aktywnosci mitochondriéow (MITO), integralnosci akrosomu i blony plazmatycznej (PMAI)
oraz ruchliwosci progresywnej. Stwierdzono, ze pig¢ z siedmiu lipopeptyddw, Cis-KIK-NHo,,
Ci-KK-NH,, Ci-KKK-NH,, Ci-KKKK-NH,, (Ci0)>-KKKK-NH,, mialo znaczny
negatywny wplyw na wigkszo§¢ badanych parametréow charakteryzujacych jakos¢ nasienia.
Szczegolnie niekorzystny wplyw obserwowano przy zastosowaniu stezenia 2XMIC. Dwa
pozostate lipopeptydy, Ci-KKK-NH, i Ci--KKKK-NH,, réwniez powodowaly
pogorszenie jakosci nasienia w stezeniach 2XMIC, lecz ich wplyw na jakos§¢ nasienia w
stezeniu 1XMIC byl niewielki. Stwierdzono bowiem, ze Ci-KKK-NH, wplynal nieznacznie



na PMAI i ruchliwo$¢ progresywna, podczas gdy Ci-KIKKKK-NH, nie oddziatywal
negatywnie na jakos¢ badanego nasienia.

Wyselekcjonowane w pierwszym etapie eksperymentu lipopeptydy o najmniejszym
wplywie na jako$¢ nasienia (Ci-KIKK-NH», Ci-KKKIK-NH») poddano dalszej ocenie,
ktorej czescig byly badania mikrobiologiczne. Postanowiono okresli¢c wplyw bezpiecznego
dla nasienia st¢zenia lipopeptydow (1XMIC) na calkowita liczbe drobnoustrojow w
probkach nasienia poprzez okreslenie jednostek tworzacych kolonie (CFU/mL). CFU/mL
okreslano po 0, 24, 48 i 72h przechowywania nasienia z gentamycyng (kontrola negatywna),
nasienia bez substancji przeciwdrobnoustrojowej (kontrola pozytywna) oraz nasienia z
lipopeptydami Ci-KKIK-NH; lub Ci¢-KKKK-NH,. Stwierdzono, ze w poréwnaniu z
kontrola pozytywna, lipopeptydy znaczaco zmniejszaja CFU/mL konserwowanego nasienia
we wszystkich okresach przechowywania (Ryc. 3).

Na podstawie przeprowadzonej analizy profilu bakteryjnego w nasieniu
niekonserwowanym, stwierdzono obecnos¢ 103 subkultur bakteryjnych, podczas gdy
suplementacja nasienia lipopeptydami Cie-KKIK-NH; 1 Ci-KKKK-NH; zmniejszala liczbe
wykrytych subkultur odpowiednio do 56 1 67. W nasieniu niekonserwowanym odnotowano
obecnos$¢ gatunkéw bakterii, ktore uwazane sq za szczegdlnie niekorzystne dla skutecznosci
sztucznej inseminacji, tj.: Trueperella pyogenes, Streptococcus porcinus, Alcaligenes faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Pastenrella sp., Providencia stuartiz. Sposrdd wyzej wymienionych, w probkach nasienia
konserwowanego lipopeptydem Cic-KKKK-NH, wykryto jedynie S. porcinus, a w probkach
zawierajacych Cio-KKK-NHos tylko P. aeruginosa. Wskazuje to, ze nasienie konserwowane
lipopeptydami spetnia normy jakosci produktu przeznaczonego do zabiegdw sztucznej
inseminacijt [47].
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Rycina 3. Wplyw lipopeptydow oraz czasu przechowywania na catkowita liczbe drobnoustrojéw w nasieniu.
Jednostki tworzace kolonie (CFU/ml) oznaczano po 0, 24, 48 i 72h przechowywania w 17°C w BTS z
gentamycyna (kontrola negatywna) lub w 5°C w ASP bez suplementéw ( kontrola pozytywna) lub w ASP z
suplementacja lipopeptydami w stezeniu 1xMIC. Gwiazdka oznaczono istotne réznice w stosunku do ASP (*P
<0,05). Hashtagiem oznaczono istotne réznice w stosunku do BTS 17°C (#P <0,05).
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ANALIZA QSAR/QSTR ORAZ MODELOWANIE MOLEKULARNE

Dokladne  mechanizmy  dzialania  przeciwdrobnoustrojowego  zwiazkow
peptydowych nie sq w pelni poznane. Jak dotad zaproponowano kilka modeli opierajacych
si¢ na oddziatywaniach z blong bakteryjng (model klepek beczki, pierscieniowy, dywanowy)
[6,7]. Wykazano tez, ze wigkszo§¢ AMP oddzialuje z wrodzonymi skladnikami uktadu
odpornosciowego, takimi jak neutrofile i makrofagi, lub moduluje odpowiedz adaptacyjnego
ukladu odpornosciowego [12]. Ogromna réznorodno$¢ strukturalna sprawia, ze nie ma
jednego mechanizmu, ktéry méglby w petni opisac¢ dziatanie przeciwdrobnoustrojowe AMP.
7 tego powodu identyfikacja najwazniejszych cech fizykochemicznych AMP, ktére maja
najwickszy wplyw na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojows, jest niezbedna do poszerzenia
wiedzy na temat mechanizmu ich dziatania.

W pracy A5 przedstawiono wyniki badania wplywu deskryptorow molekularnych na
aktywnos§¢ przeciwdrobnoustrojowa (QSAR) 1 toksycznos¢ (QSTR) 35 krotkich
lipopeptydow kationowych, rézniacych si¢ dlugoscia tanicucha tluszczowego oraz sktadem
aminokwasowym fragmentu peptydowego (Tabela 1). Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojows
przedstawiono jako minimalne stezenie hamujace wzrost drobnoustrojéw Gram dodatnich
(MIC), a toksycznos$¢ jako minimalne stgzenie wywolujace 10% hemolize erytrocytow
ludzkich (MHC). Ponadto w pracy (A5), za pomoca modeli QSRR, dokonano oceny
deskryptoréow majacych najwigkszy wplyw na oznaczang chromatograficznie lipofilowosc.

Tabela 1. Struktury lipopeptydéw poddanych analizie QSAR, QSTR i QSRR.

Krotkie lipopeptydy kationowe

Ci5-K-NH; Ci4-K-NH; Ci2-K-NH; Cio-K-NH> Cs-K-NH>
Ci-KK-NH; Ci4-KK-NH, Ci2-KK-NH, Cio-KK-NH, Cs-KK-NH;
Ci6-KKK-NH; Ci4-KKK-NH; Ci2-KKK-NH; Cio-KKK-NH; Cs-KKK-NH;

Ci16-KKKIK-NH> Ci4-KKKK-NH> Ci2-KKKK-NH» Ci10-KKKIK-NH> Cs-KKKK-NH>
Cis-KG-NH» C14-KG-NH» C12-KG-NH» Ci10-KG-NH» Cs-KG-NH:
Ci1s-KGK-NH2 C14+-KGK-NH> Ci12-KGK-NH> Ci10-KGK-NH> Cs-KGK-NH»
Ci16-KGKG-NH? C1+-KGKG-NH» C12>-KGKG-NH; C10-KGKG-NH; Cs-KGKG-NH:

K - lizyna; G — glicyna; Cis — reszta kwasu heksadekanowego; Ci4 — reszta kwasu tetradekanowego; Ciz2 —
reszta kwasu dodekanowego; Cio — reszta kwas dekanowego; Cg — reszta kwas oktanowego

Za pomocg programu HyperChem dokonano optymalizaciji struktur 3D badanych
lipopeptydow. Nastepnie za pomoca programu Dragon 7.0, na podstawie otrzymanych
plikow, obliczone zostaly deskryptory teoretyczne ilosciowo réznicujace anality.

Przeprowadzono analize regresji wielorakiej (MLR), analize regresji czastkowej
najmniejszych kwadratow (PLS) oraz analize regresji ortogonalnych czastkowych
najmniejszych kwadratéw (OPLS). Podczas obliczen jako zmienne zalezne zastosowano
wartos$ci eksperymentalnie wyznaczonych parametréw biologicznych: logarytm minimalnego
stezenia hamujacego wzrost (log MIC), logarytm stezenia wywolujacego 10% hemoliz¢ (log
MHC), oraz lipofilowo$¢ wyznaczona chromatograficznie za pomocs wysokosprawne;j
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chromatografii cieczowej (logk); a jako zmienne niezalezne zastosowano deskryptory
molekularne wyznaczone za pomoca metod obliczeniowych.

Na podstawie przeprowadzonej w pracy (A5) analizy QSAR mozna wnioskowac, ze
mechanizm dzialania badanych lipopeptydow wobec bakterii Gram dodatnich jest
niespecyficzny, a rézne wartosci MIC wobec badanych szczepéw wynikaja z réznego
powinowactwa lipopeptydéw do blon bakteryjnych. Sktad lipidowej dwuwarstwy moze by¢
gléwnym czynnikiem determinujacym wyzsza aktywnosé lipopeptydow wobec Staphylococcus
epidermidis 1 Bacillus subtilis niz wobec Staphylococcus anreus 1 Enterococcus faecalis. Najwazniejsze
deskryptory uzyte do budowy modeli maja ten sam charakter i sq zwigzane z lipofilowoscia:
deskryptory nalezace do grupy Chemically Advanced Template Search skorygowane o lipofilowo$é
analitow (CATS), lipofilowo$¢ obliczona za pomoca programu AlogP (ALOGP), a takze
liczba atoméw wegla. Ponadto zaobserwowano, ze parametr otrzymany chromatograficznie
(logk), ktoéry mozna zinterpretowac jako chromatograficzny parametr lipofilowosci, ma
podobny wplyw na aktywnosc¢ jak obliczone parametry lipofilowosci.

Aby uzyska¢ lepszy wglad w molekularny mechanizm retenciji lipopeptydéw,
zastosowano podejscie QSRR - Quatitative Structure-Retention Relationship. Stwierdzono,
ze deskryptory, ktore silnie wplywaja na retencje analitow w warunkach RP-HPLC, sa
zwigzane z obliczong lipofilowoscia (deskryptory ALOGP, MLOGP, CATS) oraz liczba
atomow wegla w czasteczce. Wskazuje to, ze parametr logk bardzo dobrze odzwierciedla
wladciwosci lipofilowe badanych lipopeptydow i moze by¢ traktowany jako zamiennik logP.
Z uzyskanych modeli QSTR wynika, ze lipopeptydy oddzialuja z blona komodrkows
erytrocytow w taki sam sposéb jak z blonami bakteryjnymi. Deskryptory otrzymane w
modelu QSTR sa bardzo podobne do opisanych wczesniej w modelach QSAR, naleza do tej
samej klasy i sq zwigzane z wlasciwosciami lipofilowymi badanych lipopeptydow.

Badania nad zaleznoscig struktura-aktywnosé¢ (SAR) ulatwiaja wybor wiodacych
struktur wykorzystywanych do dalszych badan, a takze identyfikacje ich wlasciwosci
molekularnych, ktére wplywaja na aktywno$¢ biologiczna. Z kolei metody symulacji
komputerowych pomagaja w racjonalnym projektowaniu nowych substancji leczniczych, a
ponadto daja wglad w potencjalny mechanizm ich dzialania. Z tego powodu postanowilam
wykorzysta¢ symulacje dynamika molekularng (MD) azeby przeprowadzi¢ wizualizacje
oddziatlywant pomie¢dzy badanymi lipopeptydami a blonami lipidowymi bakterii Gram
dodatnich i Gram ujemnych. W celu wyjasnienia, w jaki sposéb cechy strukturalne
lipopeptydow wplywaja na ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojows, przeprowadzono
analize SAR. Wyniki tych symulacji i analiz, przedstawione w pracy A4, opieraja si¢ na
wezesniejszych badaniach nad wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi lipopeptydow
[39,40].

Na podstawie przeprowadzonej analizy SAR stwierdzono, ze lipofilowosé
lipopeptydow  wykazuje najsilniejsza  korelacje 2z ich aktywnoscia. Aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa lipopeptydow z jednym ladcuchem kwasu tluszczowego
(wyrazona jako logMIC) koreluje liniowo z ich lipofilowoscia (wyrazona jako logP lub logk).
Natomiast w przypadku lipopeptydow z dwoma faficuchami kwasu tluszczowego
zaobserwowano hiperboliczng zaleznos¢ migdzy logMIC i logP.

Modele bakteryjnych blon lipidowych zostaly przygotowane w programie
CHARMM-GUI Membrane Builder. Symulacje MD przeprowadzono przy uzyciu pakietu
Gromacs 5.0.4. Na podstawie rozkladu gestosci elektronowych wzdtuz normalnej do blony,
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odpowiadajacych poszczegélnym fragmentom czasteczek lipopeptydéw — (Ryc.  4),
stwierdzono, ze kazdy ftancuch kwasu tluszczowego lipopeptydow znajduje si¢ w
hydrofobowym rdzeniu membrany, podczas gdy polarna cz¢$é, zbudowana z czasteczek
lizyny, pozostaje na powierzchni membrany. Wyniki prezentowane w pracy (A4) wskazuja
takze, ze czwarta reszta lizyny w lipopeptydzie Cio-KKKK-NH, znajduje si¢ gléwnie w
srodowisku wodnym, przez co jej interakcje z membrang sq niewielkie. Moze to wyjasniaé
brak znaczacej réznicy w aktywnosci miedzy lipopeptydami zawierajacymi trzy i cztery reszty
lizyny. Ponadto nie zaobserwowano wplywu lipopeptydéw na organizacje lipidow
btonowych.
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Rycina 4. Gesto$¢ elektronowa blony i wybrane sktadniki 13aboratoryjnyc wzgledem dwuwarstwowej normy.
A: Cyo-KKK-NHa, B: (C10)2-KKKK-NH», C: C1o-KKKK-NHo.

Jednym z sugerowanych mechanizméw dzialania AMP jest dzialanie podobne do
detergentéw (detergent-like model), ktére polega m.in. na wbudowaniu si¢ miceli w blong a
w konsekwencji utworzeniu micelarnego kanalu [46]. Podczas symulacji w modelu
gruboziarnistym nie zaobserwowano tendencji badanych lipopeptydéw do agregowania i
tworzenia micel. Przeciwnie, zaobserwowano, ze zwigzki maja tendencj¢ do odpychania si¢
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w blonie. Wyniki te sugeruja, ze badane lipopeptydy nie dzialaja w sposéb charakterystyczny
dla detergentéw, co dodatkowo potwierdza brak zaleznosci pomiedzy wyznaczonymi
eksperymentalnie warto$ciami CMC a aktywnoscia przeciwbakteryjna badanych zwigzkdw
[39].

PEPTYDY PRZECIWDROBNOUSTROJOWE W BADANIACH KLINICZNYCH

Liczne badania potwierdzaja wysoka aktywnos¢ AMP wobec szczepéw opornych na
konwencjonalne antybiotyki. Z tego powodu od lat prowadzone sa badania majace na celu
zaprojektowanie i otrzymanie zwiazkéw peptydowych, ktére wykazujac podobne dziatanie
biologiczne, bylyby zdolne do pokonania ograniczen, jakim podlegaja zwiazki macierzyste.
Obecnie kilkadziesiat peptydow przeciwdrobnoustrojowych jest na réznych etapach badan
klinicznych. Wigkszo§¢ z testowanych produktéw leczniczych z AMP opracowano do
stosowania miejscowego, a wybrane z nich opisano w pracy pogladowej A6.

Zaawansowany etap 111 fazy badan klinicznych osiagnat omiganan (MBI-2206), analog
indolicydyny. W trwajacym badaniu oceniana jest skuteczno$¢ w terapii tradziku ré6zowatego.
Inne badania kliniczne II fazy dotycza oceny skutecznosci omigananu w terapii tradziku
pospolitego, brodawek wenerycznych zewngetrznych, srédnablonkowej neoplazji sromu, czy
atopowego zapalenia skéry. Z kolei PAC-113, analog histatyny, wysoce aktywny wobec
Candida albicans, byl testowany jako preparat w postaci roztworu do plukania jamy ustnej w
leczeniu kandydoz. Producent General Biologicals Corporation wprowadzila go na rynek w
serii produktow przeciwbakteryjnych do pielegnacji jamy ustnej pod nazwg handlowsa ,,0h-
care”. Do III fazy badan wprowadzono pexiganan, analog magaininy, ktory byl testowany
w postaci kremu na zakazenia owrzodzen stopy cukrzycowej. Badania jednak zakonczyly si¢
niepowodzeniem ze wzgledu na niezadawalajace rezultaty w poréwnaniu do standardowych
metod leczenia.

Lista badan klinicznych, ktére zakonczyly si¢ wprowadzeniem produktu z AMP na
rynek jest krotka. Jednak liczba trwajacych badad klinicznych z udzialem AMP (Dramp
Database) w ostatnich latach gwaltownie wzrosta. Nalezy wigec mie¢ nadziejg, ze rynkowy
sukces peptydow jako substancji przeciwdrobnoustrojowych jest kwestia czasu.

PODSUMOWANIE

Rozprzestrzenianie si¢ antybiotykoopornosci jest rosnacym problemem w
medycynie, weterynarii i stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia publicznego. Rozwiazanie
problemu antybiotykoopornosci wymaga wielokierunkowych dzialan w wielu obszarach.
Jednym z kierunkéw dzialan, niezwykle waznym ze spolecznego punktu widzenia, jest
opracowywanie nowych 1 skutecznych terapii zakazen. Innym jest poszukiwanie nowych
wariantow  konserwacji jako sposobu zapobiegania niepozadanemu namnazaniu
drobnoustrojow. Innowacyjne terapie oraz nowe sposoby konserwacji wymagaja nowych
substancji aktywnych. Zrédlem tych ostatnich moga byé przeciwbakteryjne zwiazki
peptydowe. Badania dotyczace potencjalnego wykorzystania tej grupy zwiazkéw
przedstawilam w cyklu publikacji A1-A7.

Najwazniejsze rezultaty 1 wnioski wynikajace 2z przeprowadzonych badan
wchodzacych w sklad osiagnigcia:
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Otrzymane 1 badane lipopeptydy charakteryzuje znacznie wyzsza aktywnos$¢ wobec bakterii
Gram dodatnich i Gram ujemnych niz wobec grzybéw. Lipopeptydy z dwoma tadcuchami
tluszczowymi (Ci0)>-KKKK-NH; 1 (Ci2),-KKKK-NH, charakteryzuje nizsza toksycznos§é
wobec keratynocytéw niz badane lipopeptydy z jednym lancuchem kwasu tluszczowego
(publikacja A7).

Lipopeptydy (Cig)-KKKK-NH; i (Ci2),-KKKK-NH: wykazujg wysoka aktywno$¢ wobec
metycylinoopornych szczepow Staphylococcus aurens w warunkach i vitro 1 in vivo. Wykazano,
ze zwigzek (Cio):-KKKK-NH, ma dzialanie bakteriobdjcze wobec badanych szczepéw
MRSA (publikacja A4).

Zsyntetyzowane lipopeptydy  (Cio)o-KKKK-NH, 1 (Ci)o-KKKK-NH,  zapobiegaja
uszkadzaniu keratynocytow oraz hamujg ich prozapalna reakcje wywolang zakazeniem
Staphylococcus — aurens, co czyni je obiecujacymi kandydatami o duzym potencjale
terapeutycznym w leczeniu zakazen miejscowych (publikacja Al).

Lipopeptydy Ci-KKKK-NH, 1 Cie-KKKK-NH: nie pogarszaja znaczaco parametrow
nasienia Sus domesticus, oraz wyraznie zmniejszaja liczbe gatunkéw bakterii szczegdlnie
niekorzystnych dla skutecznej sztucznej inseminacji. Nasienie konserwowane lipopeptydami
spetnia minimalne normy jakosci produktu przeznaczonego do zabiegéw sztucznej

inseminacji, co sugeruje ze moglyby zastapi¢ konwencjonalne antybiotyki (publikacja A3).

Mechanizm dzialania badanych lipopeptydéw wobec bakterii Gram dodatnich jest
niespecyficzny a ich aktywnos§¢ przeciwdrobnoustrojowa silnie koreluje z lipofilowoscia.
Stwierdzono, ze lipopeptydy nie wykazuja tendencji do tworzenia agregatow w blonie
bakteryjnej, stad ich mechanizm dzialania nie wykazuje cech charakterystycznych dla
detergentéw (publikacja A4 1 A5).

Wigkszos$¢ z testowanych produktéw leczniczych z AMP, ktére osiagnely etap badan
klinicznych, opracowano do stosowania miejscowego (publikacja A6).
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5. Dziatalnos$¢ naukowa

Dziatalnos§¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Dziatalno$¢ naukowsq rozpoczetam z chwilg zatrudnienia na stanowisku asystenta w
Katedrze i Zaktadzie Chemii Fizycznej Wydzialu Farmaceutycznego AMG. Prace doktorska
pod tytulem ,,Synteza orag badania wlasciwosci figykochemicznych i biologicznych surfaktantow opartych
na lipopeptydach” wykonywalam pod kierunkiem prof. Jerzego Y.ukasiaka. W ramach pracy nad
doktoratem  zajmowalam  si¢  poszukiwaniem = zwiazkéw o  wlasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych i powierzchniowo czynnych pod katem ich potencjalnego
zastosowania jako substancji konserwujacych i emulgujacych. W latach 2010-2011
realizowalam jako wykonawca projekt promotorski ,Synteza i badania  wlasciwose
Jfizykochemicznych i@ biologicznych surfaktantiw opartych na lipopeptydach’ NN 305 4124 38, grant
przyznany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 1 przekazany do realizacji w
Narodowym Centrum Nauki).

Wyniki moich badan prezentowalam na XX Polskim Sympozjum Peptydowym we
Wiladystawowie (2009) oraz XXI Naukowym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego w Gdansku (2010). Rozwijajac swoje zainteresowania zwigzane z
przeciwdrobnoustrojowymi peptydami wspolpracowalam z Katedra i Zakladem Chemii
Nieorganicznej GUMed, Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii GUMed,
Pracownia Badan Strukturalnych i Biopolimeréw Uniwersytetu Gdanskiego oraz Pracownia
Chemii Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego.

W 2007 1 2008 roku zostalam wyrézniona Nagroda Naukowa Zespolowa I stopnia
przyznana przez Rektora AMG.

Dziatalnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych we wspolpracy z Katedra
Chemii Nieorganicznej GUMed realizowatam projekt ,Syntetyezne lipopeptydy — badanie
wlascimosti figykochemicnych oraz aktywnosi biologiczng™, (OPUS, 2012/05/B/ST5/00281; 2013-
2016), w charakterze wykonawcy. Efektem realizacji tego projektu byla publikacja w Frontiers
in Microbiology, ktorej jestem pierwszym autorem.

W 2015 roku odbylam miesieczny staz w Klinice Dermatologii, Wenerologii 1
Alergologii, Universititsklinikum Schleswig-Holstein (28.01.2015 — 01.03.2015; Kilonia,
Niemcy). Praca w zespole prowadzonym przez prof. Jensa M. Schroeder’a rozwingta moj
warsztat chromatograficzny w zakresie izolacji peptydow przeciwdrobnoustrojowych ze
skory ludzkie;.

W ramach prowadzonych badan w Katedrze i Zakladzie Chemii Fizycznej GUMed
w dalszym ciagu wspotpracowatam z Katedra Chemii Nieorganicznej GUMed, Pracownia
Badan Strukturalnych 1 Biopolimeréw Uniwersytetu Gdanskiego, Pracownig Chemii
Medycznej Uniwersytetu Gdanskiego oraz Klinikg Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
GUMed. Rozpoczelam tez nowe wspolprace naukowe w zakresie badaft struktura-
aktywnos¢ z Katedra 1 Zakladem Chemii Farmaceutycznej GUMed oraz Katedra Chemii
Fizycznej Politechniki Gdanskiej. Wynikiem tych wspolprac sa m.in. publikacje A4, A51 A7
bedace czescia osiagnigcia habilitacyjnego.
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W celu realizacji badan w zakresie aktywnosci zwiazkéw peptydowych wobec
szczepow antybiotykoopornych w warunkach 7z vivo, nawigzalam wspélprace z Houston
Methodist Research Institute w USA. Z kolei by realizowaé¢ badania nad wlasciwosciami
lipopeptydow jako substancii konserwujacych nasienie, nawigzatam wspolprace z Instytutem
Rozrodu Zwierzat Gospodarskich w Bernau bei Berlin w Niemczech. Badania nad
wlasciwosciami lipopeptydow w modelu 7z vitro zakazonej rany, prowadzitam we wspolpracy
z Klinika Dermatologii Szpitala Uniwersyteckiego w Jenie w Niemczech. Wynikiem moich
wspolprac miedzynarodowych s publikacje Al, A2 i A3 bedace czgdcig osiagnigcia
habilitacyjnego. Dodatkowo wspotpraca z Klinika Dermatologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Jenie zaowocowala ztozeniem wspolnego projektu badawczego OPUS-LAP w roku 2020.

Recenzowalam 18 manuskryptow publikacji wspolpracujac z takimi czasopismami
jak ACS Infectious Diseases, Amino Acids czy Journal of Surfactants and Detergents.

W 2015 roku zostalam wyrézniona Nagroda Naukowa Zespolowa I stopnia
przyznana przez Rektora GUMed, a w latach 2018, 2019 i 2020 Nagroda Naukowa
Zespolowg 11 stopnia przyznang przez Rektora GUMed.

Zestawienie sumaryczne dorobku naukowego:
Liczba prac petnotekstowych przed uzyskaniem stopnia doktora: 9.

Faczna warto$¢ wspdlczynnika oddziatywania Impact Factor (IF) prac przed uzyskaniem
stopnia doktora: 10,371.

Y.aczna liczba punktéw MNiSW prac przed uzyskaniem stopnia doktora: 111.

Liczba prac pelnotekstowych po uzyskaniu stopnia doktora (facznie z pracami
wchodzacymi w sklad osiagniecia): 20.

Yaczna warto§¢ wspolczynnika oddzialywania Impact Factor (IF) prac po uzyskaniu
stopnia doktora (lacznie z pracami wchodzacymi w sklad osiggnigcia): 67,507.

Faczna liczba punktéw MNiSW prac po uzyskaniu stopnia doktora (lacznie z pracami
wchodzacymi w sklad osiagnigcia): 1400.

Punktacja IF publikacji oryginalnych, w ktérych jestem pierwszym autorem: 22,416.
Liczba cytowan publikacji (bez autocytowan) wedtug bazy Web of Science: 250.
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 9.
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6. Informacja o osiagnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke

Na moija dziatalno$¢ dydaktyczng sktadaja sie:

1. Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych z chemii fizycznej dla studentéw 2 roku
Farmacji (od 2005; GUMed).

2. Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych z chemii fizycznej dla studentéw 11 2 roku
Master of Pharmacy (od 2019; GUMed).

3. Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych z chemii fizycznej dla studentéow 1 roku
Analityki Medycznej (od 2005; GUMed).

4. Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych z fakultetu ,,Fizykochemiczne metody
analityczne” dla studentéw 3 roku Biotechnologii (od 2005; GUMed).

5. Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych i seminariéw w ramach fakultetu ,,Blok zajec
chemicznych”; kierunek Przemys! Farmaceutyczny 1 Kosmetyczny (od 2017;
GUMed).

6. Prowadzenie ¢wiczen laboratoryjnych w ramach fakultetu ,,Analityczna kontrola
lekéw, zywnodci 1 Srodowiska™ dla studentéw 4 roku Farmacji (od 2008; GUMed).

7. Pelnienie funkcji opiekuna pracy magisterskiej (17 prac magisterskich; od 2005;
GUMed).

8. Wspdlautorstwo skryptu ,,Materialy do ¢wiczen z chemii fizycznej dla studentow
Wydzialu Farmaceutycznego AMG”, Gdansk: Akademia Medyczna w Gdansku,
2006.

Na moia dzialalno$é organizacyina na rzecz GUMed sktadajg sie:

1. Czlonkostwo w komitecie organizacyjnym XIII Ogolnopolskiego Sympozjum
Krzemoorganicznego, Chmielno, 17-19 wrzesnia 2007.

2. Czlonkostwo w Kolegium Elektoréow Uczelni w kadencji 2008-2011.

3. Czlonkostwo w komitecie organizacyjnym XXI Naukowego Zjazdu Polskiego
Towarzystwa Farmaceutycznego ,,Farmacja polska na tle Unii Europejskiej”,
Gdansk, 12-15 wrzesnia 2010.

4. Pelnienie funkcji opiekuna 2 roku kierunku Przemyst Farmaceutyczny i
Kosmetyczny (od 2019).

5. Czlonkostwo w Komisji ds. przeciwdziatania mobbingowi w kadencji 2020-2024.

6. Pelnienie funkcji sekretarza I Komisji weryfikujacej dokumenty kandydatow
ubiegajacych si¢ o przyjecie na 1 rok studiow na Wydziale Farmaceutycznym w
roku akademickim 2020/2021.
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Na moja dzialalnoéé popularyzujaca nauke skladaja sie:

i

Prezentacja pokazéw popularnonaukowych promujacych zdrowy styl zycia w
ramach II Festynu Promocji Zdrowia Medykalia (2005).

Udzial w Sympozjum ,,Kariera Farmaceuty” — wyktad o mozliwosciach rozwoju
naukowego na Wydziale Farmaceutycznym AMG (2008).

Prezentacja pokazéw popularnonaukowych promujacych nauki medyczne i
farmaceutyczne w ramach Medycznego Dnia Nauki (2013).

Udziat w zajeciach z miodzieza w ramach programu Samorzadu Wojewédztwa
Pomorskiego ,,Zdolni z Pomorza™ (2017).

Udziat w [ edycji Nauki dla Zdrowia — Dnia Otwartego GUMed na Wydziale
Farmaceutycznym (2018).

Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;.

(podpis wnioskodawcy)



