Streszczenie rozprawy doktorskiej

Synteza analogow teta-defensyn oraz ocena wlasciwosci antymikrobiotycznych i
cytotoksycznych zsyntetyzowanych zwigzkéw wobec wybranych szczepow
bakteryjnych i linii komérkowych
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0-defensyny to peptydy, ktérych obecnos$¢ potwierdzono w neutrofilach matp
Starego Swiata takich jak makaki i pawiany. Naleza do grupy peptydéw o znaczeniu
immunologicznym jako przedstawiciele rodziny defensyn. Peptydy o wtasciwoSciach
immunologicznych wywotujg efekt cytotoksyczny w komoérkach zmienionych
nowotworowo podczas gdy sa stosunkowo nietoksyczne dla zdrowych komérek. 6-
defensyny s3g jedynym znanym przyktadem cyklicznych polipeptydéw wystepujacych w
proteomie zwierzat. Ich cechg charakterystyczng jest obecno$¢ szesciu reszt cysteiny, ktore
tworza trzy mostki disulfidowe w aranzacji Cys1-Cys6, Cys2-Cys5 oraz Cys3-Cys4. Badania
wykazaty, ze 6-defensyny posiadaja silne wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybowe
oraz przeciwwirusowe, jednakze ich aktywno$¢ w stosunku do komérek nowotworowych
nie zostata jeszcze zbadana. Cykliczny szkielet 8-defensyn jest dodatkowo stabilizowany
przez obecno$¢ trzech mostkéw disulfidowych. Stabilno$¢ w potaczeniu z silnymi
wtasciwosciami biologicznymi sprawia, Ze 0-defensyny s interesujaca strukturg wiodaca
dla syntezy nowy lekéw. Jednakze synteza peptydéw zawierajacych duza ilos¢ mostkow
disulfidowych jest trudna i kosztowna. Dlatego stworzenie analogéw 0-defensyn o
podobnych wtasciwosciach biologicznych do natywnych peptydéw lecz o uproszczonej
strukturze jest wazne z naukowego punktu widzenia. Badania realizowane w ramach
niniejszej pracy doktorskiej obejmujg synteze RTD-1, RTD-2, RTD-3 i ich uproszczonych
analogéw oraz badania biologiczne zsyntezowanych zwigzkéw w celu okreSlenia ich
potencjatu przeciwbakteryjnego oraz przeciwnowotworowego majac na wzgledzie przyszte

zastosowanie w medycynie.

Do gtownych celéw badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy

doktorskiej nalezato:



1. manualna synteza 0-defensyn i ich analogéw na fazie statej z wykorzystaniem
strategii Fmoc/tBu;

2. analiza wtasciwosci antybakteryjnych zsyntezowanych zwigzkéw w stosunku do
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych;

3. okreslenie wtasciwoSsci cytotoksycznych zsyntezowanych zwigzkéw w stosunku

do komoérek nienowotworowych oraz komorek linii raka piersi.

Etapy syntezy polegaty na wydtuzaniu taficucha peptydowego na statym podtozu,
jego odszczepieniu z zywicy, utworzeniu mostkéw disulfidowych oraz cyklizacji gtowa-ogon.
Obecnos¢ cyklicznych, w petni utlenionych zwigzkéw zostata potwierdzona za pomoca
analiz RP-HPLC i MALDI-TOF MS. W celu zweryfikowania wtasciwosci antybakteryjnych
zsyntezowanych peptydow w stosunku do bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
przeprowadzono testy zawiesinowe na szczepach bakterii S. aureus i E. coli. Zbadano
aktywno$¢ hemolityczng otrzymanych zwigzkéw na ludzkich erytrocytach. Cytotoksycznos¢
w stosunku do jednojadrzastych komérek krwi obwodowej, komérek epitelialnych gruczotu
piersiowego (HB2) oraz komorek linii raka piersi (SKBR3, MDA-MB-231) zostata okreslona
za pomocy zmodyfikowanego testu MTT. Dodatkowo efekt jaki wywieraja zwigzki na
komorki nowotworowe zostat sprawdzony takze w hodowlach 3D, ktére lepiej

odzwierciedlajg Srodowisko guza.

Badania przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego wykazaty, ze wymiana
reszt cysteiny na reszty alaniny przyczynia sie do braku aktywno$ci biologicznej. Natomiast
analogi zawierajace reszty seryny nie wywotujg efektu hemolitycznego w ludzkich
erytrocytach i nie wykazuja cytotoksycznosci w stosunku do jednojadrzastych komoérek krwi
obwodowej. S3 jednak cytotoksyczne w stosunku do komérek linii nowotworowych raka
piersi. Odkrycie to moze prowadzi¢ do powstania nowych lekdw opartych na strukturze 6-

defensyn o potencjalnym zastosowaniu w terapii przeciwnowotworowe;j.



