Staphylococcus aureus jest jednym z najwazniejszych patogendw bakteryjnych
czlowieka, odpowiedzialnym za zakazenia skory, tkanek migkkich, kosci, ptuc oraz zakazenia
ogolnoustrojowe. Szczegodlne zagrozenie stanowig szczepy metycylinooporne (ang. methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, MRSA), ktére wykazuja opornos¢ na wiele stosowanych
antybiotykow. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) oporno$é drobnoustrojow na
srodki przeciwdrobnoustrojowe nalezy do najpowazniejszych zagrozen dla zdrowia
publicznego na $wiecie. Rosngca czesto§¢ wystepowania szczepoéw wielolekoopornych
ogranicza skuteczno$¢ dostepnych terapii 1 podkresla potrzebe poszukiwania nowych
chemioterapeutykow. Obiecujgca  grupa zwigzkéw sg peptydomimetyki, ktore moga
wykazywa¢ wysoka aktywnos$¢ wobec bakterii opornych na antybiotyki.

Jednym z peptydomimetykow aktywnych wobec bakterii Gram-dodatnich, w tym
S. aureus, jest zwiazek A-20 (Cystapep 1). Opracowano go na podstawie N-koncowego
fragmentu ludzkiej cystatyny C (Arg®-Leu’-Val'%-Gly'!), ktéra jest biatkiem o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych.

Gléwnym celem mojej pracy bylo zaprojektowanie, synteza oraz kompleksowa
charakterystyka nowych analogdéw czasteczki Cystapep 1 (A-20) jako potencjalnej klasy
peptydomimetycznych zwigzkow przeciwbakteryjnych aktywnych wobec szczepéw MRSA.

Cel ten obejmowal okresSlenie zalezno$ci pomiedzy strukturag chemiczng
peptydomimetykow, wlasciwosciami fizykochemicznymi 1 aktywnoscig przeciwbakteryjng z
wykorzystaniem metod chemometrycznych oraz SAR, ale takze oceng¢ aktywnosci
przeciwbakteryjnej, stabilno$ci 1 cytotoksycznosci otrzymanych zwiazkow. Istotnym
elementem rozprawy doktorskiej bylo rowniez wyjasnienie mozliwych mechanizmow
dzialania wybranych peptydomimetykéw wobec komorek MRSA, w tym ocena ich wplywu na
integralno$¢ btony komorkowej oraz biosyntez¢ makroczasteczek. Dodatkowo podjelam probe
identyfikacji potencjalnych celéw molekularnych badanych zwigzkéw w komoérkach MRSA
poprzez analiz¢ zmian proteomicznych.

Nowe analogi zwigzku A-20 zaprojektowatlam na podstawie wczesniejszych badan
prowadzonych w Katedrze Chemii Biomedycznej oraz z wykorzystaniem metod
chemometrycznych i analizy SAR przeprowadzonej we wspotpracy z dr hab. Agnieszka
Gajewicz-Skretng z Katedry Chemii Fizycznej Wydzialu Chemii Politechniki Gdanskie;.
Wybrane zwigzki otrzymatam metodg syntezy klasycznej w roztworze, a nastgpnie oczyscitam
1 scharakteryzowatam. Ich aktywno$¢ przeciwbakteryjng ocenilam poprzez wyznaczenie
wartosci MIC i MBC wobec szczepdw S. aureus oraz S. pyogenes. Prawie wszystkie otrzymane
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stabilnos$ci wykazaty, ze wybrane pochodne sg stabilne zar6wno w §rodowisku wodnym, jak i
w ludzkim osoczu.

Nastegpnie ocenitam skuteczno$¢ zwigzku A-20 oraz jego wybranych pochodnych (A-75,
A-76, A-238, A-241, A-243) wobec szerszego panelu szczepéw MRSA, obejmujacego izolaty
szpitalne 1 laboratoryjne. Badania wzrostu bakterii w obecnosci peptydomimetykow
prowadzone metoda pomiaru gestosci optycznej (ODeoo) W czasie potwierdzity wysoka
aktywno$¢ zwigzkow niezaleznie od pochodzenia szczepow.

Dla zwigzku A-20 oraz jego wybranych zsyntezowanych analogéw (A-75, A-76, A-238,
A-241, A-243) przeprowadzitam badania cytotoksycznosci wobec ludzkich keratynocytow
oraz ocen¢ aktywno$ci hemolitycznej. Analizowane peptydomimetyki nie wykazywaly
dzialania cytotoksycznego ani hemolitycznego w zakresie stezen odpowiadajacych ich
aktywno$ci przeciwbakteryjnej.

Mechanizm dziatania badanych peptydomimetykow (A-20, A-76 1 A-241) w komoérkach
MRSA analizowatam poprzez ocen¢ wplywu na proces replikacji, transkrypcji, translacji oraz
integralno$¢ wewnetrznej blony cytoplazmatycznej. Wykorzystujac radioaktywnie znakowane
prekursory wykazalam hamowanie syntezy DNA i RNA w komoérkach MRSA. Test wychwytu
jodku propidyny oraz obserwacje z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM) wskazaly na destabilizacj¢ blony cytoplazmatycznej. Otrzymane wyniki sugeruja
ztozony mechanizm dziatania obejmujacy zarowno oddziatywanie uzyskanych zwigzkow z
btong komodrkowa, jak 1 wptyw na procesy wewnatrzkomorkowe.

Ze wzgledu na istotng role biofilméw w patogenezie zakazen wywotywanych przez S.
aureus, ocenitam rowniez zdolnos¢ wybranych zwigzkow (A-20, A-76 oraz A-241) do redukcji
biofilmu MRSA. Skuteczno$¢ dzialania potwierdzitam metodg oznaczania liczby jednostek
tworzacych kolonie, barwieniem fioletem krystalicznym oraz obserwacjami przy uzyciu
skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Wszystkie przebadane zwiazki wykazywaty
zdolnos¢ do redukcji biofilmu bakteryjnego.

W ostatnim etapie podjetam probe identyfikacji potencjalnych celow molekularnych
badanych peptydomimetykow (A-20, A-220, A-235, A-76, A-241) z wykorzystaniem metod
PISA oraz FITExP. Pomimo =zastosowania nowoczesnych narzgdzi proteomicznych
jednoznaczne wskazanie celu molekularnego okazato si¢ utrudnione, co moze wynikaé ze
ztozonego 1 wielokierunkowego mechanizmu dziatania tej grupy zwigzkow.

Przeprowadzone badania poszerzaja wiedz¢ na temat peptydomimetykéw jako
potencjalnych kandydatow na nowe leki przeciwbakteryjne. Otrzymane pochodne zwiazku A-
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bezpieczenstwa oraz wysoka stabilno$cig w warunkach fizjologicznych. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze wybrane analogi zwigzku A- 20 (A-75, A-76, A-238, A-241 oraz A-243) stanowig
obiecujaca grupg chemioterapeutykéw do dalszych badan nad nowymi terapiami zakazen

wywotywanych przez szczepy MRSA.



