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A. Tytut osiagnigcia naukowego

BADANIE KORELACJI STRUKTURA-AKTYWNOSC PEPTYDOW BIOLOGICZNIE
CZYNNYCH ORAZ ICH WPLYWU NA MODELOWE BLONY LIPIDOWE

B. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego

H1. Sikorska E™, Kwiatkowska A, Sobolewski D, Slusarz R, Slusarz M]J. Influence
of bulky 3,3-diphenylalanine enantiomers replacing position 2 of AVP analogues on their
conformations: NMR and molecular modeling studies. Ewr. J. Med. Chem. 2010, 45: 4065-
4073. (IF,y,: 3,193)
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H2. Lubecka E, Kwiatkowska A, Ciarkowski ], Sikorska E™. NMR studies of new
arginine vasopressin analogs modified with alpha-2-indanylglycine enantiomers at position
2 bound to sodium dodecyl sulfate micelles. Bigphys. Cherne. 2010, 151: 139-48. (IF,,: 2,108)

H3. Sikorska E*, Sobolewski D, Kwiatkowska A. Conformational preferences of proline
derivatives incorporated into vasopressin analogues: NMR and molecular modelling
studies. Chem. Biol. Drug Des. 2012, 79: 535-547. (IF,,,: 2,469)

H4. Sikorska E™, ltowska E, Wyrzykowski D, Kwiatkowska A. Membrane structure
and interactions of peptide hormones with model lipid bilayers. Biochem. Biophys. Acta
(BBA)-Biomembranes 2012, 1818: 2982-2993. (IF,;,,: 3,389)

HS5. Sikorska E™, Kwiatkowska A. Micelle-bound conformations of neurohypophyseal
hormone analogues modified with a Co-disubstituted residue: NMR and molecular
modeling studies. J. Biomol. Struct. Dyn. 2013, 31: 748-764. (IF,,5: 2,983)

H6. Sikorska E“, Greber K, Rodziewicz-Motowidlo S, Szultka T., Fukasiak ], Kamysz W.
Synthesis and antimicrobial activity of truncated fragments and analogs of citropin 1.1: The
solution structure of the SDS micelle-bound citropin-like peptides. J. S#uct. Biol 2009, 168:
250-258. (IF,0y: 3,673)

H7. Sikorska E™, Dawgul M, Greber K, Itowska E, Pogorzelska A, Kamysz W.
Self-assembly and interactions of short antimicrobial cationic lipopeptides with membrane
lipids: ITC, FTIR and molecular dynamics studies. Biochenm. Bigphys. Acta (BBA)-
Biomembranes 2014, 1838: 2625-2634. (IF,,,: 3,830)

HS8. Sikorska E™ Kamysz E. Effect of head-to-tail cyclization on conformation
of histatin-5. J. Pept. Sci. 2014, 20: 952-957. (IF,,,: 1,546)

H9. Sikorska E™, Wyrzykowski D, Szutkowski K, Greber K, Lubecka EA, Zhukov I.
Thermodynamics, size and dynamics of zwitterionic dodecylphosphocholine and anionic
sodium dodecyl sulfate mixed micelles. [ Thermn. Anal.  Calorim. 2015, DOI:
10.1007/510973-015-4918-0. (IF,,,: 2,042)

Sumaryczny Impact Factor dla publikacji wchodzacych w sklad osiggnigcia naukowego
wynosi 25,239 (obliczony na podstawie danych z roku opublikowania pracy). Srednia

warto$¢ Impact Factor w przeliczeniu na jedna pracg wynosi 2,8.

Os$wiadczenia habilitanta dotyczace wykonanych prac 1 procentowego udziatu znajduja si¢
w zataczniku 4a. Oswiadczenia wspolautoréow prac wraz z okresleniem indywidualnego

wktadu kazdego z nich w powstanie poszczegdlnych prac znajduja si¢ w zataczniku 5.
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C. Omowienie prac stanowigcych osiagnigcie naukowe

WSTEP

Przedmiotem badan prowadzonych w ramach osiagni¢cia naukowego byty
dwie grupy peptydow: hormony neuroprzysadkowe (ang. neurohypophyseal
hormones, NPHs) oraz peptydy przeciwdrobnoustrojowe, tzw. antybiotyki
peptydowe (ang. antimicrobial peptides, AMPs). Choc¢ obiekty badan sg zréznicowane
pod wzgledem funkcji biologicznych, to niewatpliwie elementem laczacym badane zwigzki
jest ich zdolno$¢ do oddzialywania z blong komoérkowa. W przypadku NPHs,
oddzialywania te sa tylko etapem posrednim w drodze do odpowiedniego receptora
GPCR."” Z kolei, w przypadku wickszosci AMPs, oddzialywania z blong skutkuja jej
dezintegracja w wyniku formowania w niej kanalow, depolaryzacja lub fragmentacja,

co w konsekwencji prowadzi do §mierci komorki®? (Rysunek 1).
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Przykladowe modele oddziatywania peptydéw z btona komorkowa

(na podstawie Trabulo et al.”).

W zwigzku z tym, iz dwuwarstwa lipidowa odgrywa wazna role w funkcjonowaniu obu
grup peptydow, istotne bylo okreslenie ich konformacji w warunkach zblizonych do
srodowiska  blony lipidowej. Rozpuszczalniki — organiczne, takie jak DMSO
(dimetylosulfotlenek) czy TFE (trifluoroetanol), stosowane sa w spektroskopii NMR jako
rozpuszczalniki imitujace $rodowisko blony lipidowej.”” Niemniej jednak, znacznie
lepszymi modelami blon lipidowych, kompatybilnymi ze spektroskopia NMR, sa micele
dodecylofosfocholiny (DPC) oraz dodecylosiarczanu sodu (SDS).""" SDS nie ma swojego
odpowiednika  wéréd skiadnikéw blon lipidowych, jednakze ze wzgledu na
powierzchniowy ladunek ujemny, micele SDS stosowane sa powszechnie jako modele

bakteryjnych blon lipidowych. Z kolei, micele DPC, ze wzgledu na obecnosé
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zwitterjonowych  grup fosfocholinowych, znacznie lepiej imitujg blony lipidowe
organizméw eukariotycznych.'”” Jednakze, powierzchnia wigkszosci membran lipidowych
posiada ujemny ladunek elektryczny. Zwykle 10-20% lipidéw w blonach biologicznych
wystepuje w formie anionowej.”” W celu uwzglednienia tadunku ujemnego na powierzchni
blony, w badaniach konformacyjnych stosuje si¢ mieszane micele DPC/SDS.'*'* Micele
SDS i DPC sa dobrze przebadane i obszernie opisane w literaturze. Znane sa réwniez ich
modele tréjwymiarowe, wykorzystywane w symulacjach dynamika molekularng w celu
uwzglednienia oddzialywai  peptyd-micela.'™ W przypadku mieszanych miceli
DPC/SDS, w literaturze dostepne sa tylko wyniki badan przeprowadzonych przez
Scorciapino i wpolpracownikéw.” Dlatego tez, w ramach osiggnigcia naukowego
przeprowadzifam badania mieszanych miceli DPC/SDS okreslajac wptyw SDS na
krytyczne stezenie micelarne (ang. critical micelle concentration, cmc) oraz
parametry termodynamiczne proceséw micelizacji mieszanych miceli, ich wielko$¢
oraz dynamike. W badaniach tych wykorzystalam te same metody badawcze, ktore
postuzyly mi do badan konformacyjnych peptydéw oraz analizy oddzialywan peptyd-
modelowe blony lipidowe.

W przedkltadanym autoreferacie omawiane prace zostaly podzielone na trzy czesci:
»2Hormony neuroprzysadkowe” [H1-H5|, ,,Antybiotyki peptydowe”  [H6-HS8]) oraz
,Charakterystyka ~ mieszanych  miceli DPC/SDS, stosowanych ~w  badaniach
konformacyjnych peptydow jako modele blon lipidowych” [H9].

HORMONY NEUROPRZYSADKOWE

Hormony neuroprzysadkowe sa cyklicznymi nonapeptydami, zawierajacymi
20-czlonowy pierscien zamkniety mostkiem disulfidowym pomiedzy Cys' i Cys® oraz
trojpeptydows  cze¢$é acykliczna. Syntezowane sa w postaci biatka prekursorowego
(preprohormonu) w  jadrach przykomorowych 1 nadwzrokowych podwzgorza.
Enzymatyczne  rozszczepienie  preprohormonu  zachodzi  w  pecherzykach
neurosekrecyjnych, transportowanych wzdluz aksonéw do tylnego plata przysadki
mozgowej, gdzie magazynowane sa komponenty preprohormonu. Sekrecja hormondw
neuroprzysadkowych z zakonczen nerwowych tylnego plata przysadki mézgowej odbywa
si¢ na drodze egzocytozy, pod wplywem depolaryzacji blony komérkowej.””!

U wickszosdci ssakéw naturalnie wystgpujacymi hormonami neuroprzysadkowymi sa
argininowa  wazopresyna  (AVP, CYFQNCPRG-NH,) oraz oksytocyna (OT,
CYIQNCPLG-NH,). Neurohormony te sa obiektem szczegélnego zainteresowania ze
wzgledu na ich wazne znaczenie farmakologiczne. Wazopresyna wykazuje dzialanie

antydiuretyczne i presyjne,” bierze takze udzial w regulacji wydzielania hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH) z przedniego plata przysadki mézgowej.” Rézna
aktywnos§¢ wazopresyny jest rezultatem oddzialywania z réznymi receptorami: V,
(nerkowym, antydiuretycznym), V,, (naczyniowym) oraz V,, (przysadkowym), bedacymi
typowymi przedstawicielami klasy A transblonowych receptoréw sprzezonych z biatkami

G (ang. G-protein conpled receptor, GPCR).** Poza tym, wazopresyna odgrywa wazna role
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w regulacji temperatury ciala’ oraz w stymulacji agregaciji plytek krwi.”® Wydzielana jest
takze w sytuacjach stresowych.” Z kolei funkcje oksytocyny zwiazane sa przede wszystkim
z ukladem rozrodczym. Oksytocyna odpowiada za skurcze migs$ni gladkich macicy oraz
skurcze migsni koszyczkowych otaczajacych pecherzyki mleczne (laktacja). Przypisuje si¢ jej
takze istotng role w powstawaniu instynktu macierzynskiego. Wszystkie efekty wywolane
przez oksytocyne sa rezultatem oddzialywania z jednym typem receptora GPCR.™

Znaczne podobienstwo sekwencyjne wazopresyny i oksytocyny powoduje, iz oba
peptydy oddzialuja zaréwno z receptorami wazopresynowymi jak i oksytocynowym.
Jednakze w przypadku oddzialywan krzyzowych dzialanie jest mniej efektywne.”

Waznym mediatorem w oddzialywaniach peptyd-receptor jest dwuwarstwa lipidowa,
z ktora ligand wigze si¢ niespecyficznie, przybierajac orientacje oraz konformacje
umozliwiajace jego zwiazanie si¢ z receptorem.l’z’()’41 Blona komérkowa ma réwniez istotne
znaczenie dla  aktywnosci i funkcjonowania  receptoréw GPCR.®™  Zgodnie
z modelem wielu stanéw, receptory GPCR pod nieobecnos¢ liganda istnieja w wielu
stanach aktywacji.51 Dla uproszczenia jednak czesto stosuje si¢ model dwoch standw, ktory
zaklada tylko dwa stany receptora: aktywny (R¥) i nieaktywny (R).”” Jedynie receptory
w stanie aktywnym moga wigza¢ i aktywowac biatka G. Agony stabilizuja stan aktywny
receptora 1 przesuwaja réwnowage w jego kierunku. Oddzialywanie tzw. ,neutralnego
antagona” z receptorem nie zmienia polozenia stanu réwnowagi, gdyz antagon ten
wykazuje jednakowe powinowactwo do obu standéw. Jednakze, niektére zwigzki
o wladciwosciach antagonistycznych wykazuja wyzsze powinowactwo do receptora w stanie
nieaktywnym, przesuwajac rownowage w jego kierunku. Zwigzki te nazywane sa
,odwrotnymi agonami”.”*” Nalezy podkresli¢, iz podajac wlasciwosci farmakologiczne
analogéw hormonéw neuroprzysadkowych nie rozréznia si¢ ,,neutralnych antagonéw” od
,»odwrotnych agonéw” 1 obie grupy okresla si¢ mianem antagonow.

Biorac pod uwage powyzsze informacje mozna przypuszczaé, iz zmiany w obrebie
btony komoérkowej, bedace rezultatem oddzialywania z ligandem, moga mie¢ wplyw na
funkcjonowanie receptora i przesuwaé réwnowage w kierunku stanu aktywnego lub
nieaktywnego, wplywajac posrednio na efektywnos¢ wigzania agona lub antagona.

Dane statystyczne dowodza, iz okolo 10% wszystkich urodzen konczy si¢
przedwczesnym porodem, co stanowi gléwna przyczyne umieralnosci i zachorowalnosci
noworodkéw. Wskazniki te nie ulegaja poprawie, pomimo intensywnie rozwijanych
w ostatnich latach programéw opieki prenatalnej.”™ W kontekscie tych danych, antagony
receptoréw oksytocynowych o potencjalnym zastosowaniu jako leki tokolityczne sa
obiecujacym przedmiotem badan. Dlatego tez, do badan konformacyjnych w ramach
osiagniecia  naukowego  wybralam  przede  wszystkim  analogi  hormonéw
neuroprzysadkowych — wykazujace  aktywno§¢  antyuterotoniczna  (Tabela 1).  Pigé
z przebadanych analogéw selektywnie blokowalo receptor oksytocynowy, natomiast trzy
okazaly si¢ silniejszymi antagonami odpowiedzi uterotonicznej niz atosiban — stosowany
obecnie w lecznictwie analog oksytocyny ([Mpa',D-Tyr(Et)’, Thr',0rn®|OT), zarejestrowany
pod nazwa handlowa TRACTOCILE. Niestety, podobnie jak atosiban, peptydy te nie
dzialaly selektywnie.”
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TABELA 1
Analogi hormonéw neuroprzysadkowych wybrane do badan konformacyjnych
wraz z ich aktywnoscia farmakologiczna. "
Aktywno$é Nr publikacji
Peptyd z cyklu
P oT Via V2 habﬂitaycyjnego
[Mpal,Dpa?,Val4,D-Arg8] VP b. staby antagon nieaktywny agon
[Mpal,D-Dpa?,Val4,D-Arg8] VP antagon staby antagon silny agon H1
[D-Dpa?,D-Arg?] VP antagon nieaktywny silny agon
[Mpal,D-Dpa?]AVP antagon nieaktywny silny agon
[IgI2]AVP antagon nieaktywny znikoma
[Mpal,IgI?] AVP antagon nieaktywny znikoma H2
[D-IgI2]AVP silny antagon staby antagon znikoma
[Mpal,D-Igl?]AVP silny antagon staby antagon znikoma
[Nmp?]AVP antagon staby antagon znikoma
[Nmp2,D-Args]AVP antagon staby antagon nieaktywny
[APyZ3]AVP nieaktywny nieaktywny nieaktywny H3
[ApyZ3]AVP nieaktywny nieaktywny nieaktywny
[Mpal,Ica?,D-Arg8] VP antagon nieaktywny znikoma
OT (CYIQNCPLG-NHb>) agon b. staby agon b. staby agon
AVP (CYFQNCPRG-NH3) b. staby agon agon agon
[D-IgI2]AVP silny antagon antagon znikoma H4
[Adg?,D-Argé]VP b. staby agon nieaktywny znikoma
[cis-Apc?]OT antagon staby antagon nt
t-Bba[cis-Apc?,Val*| AVP b. staby agon nieaktywny nieaktywny
Aba|cis-Apc?,Val*]AVP antagon nieaktywny nieaktywny
Aca[cis-Apc?,Val*]AVP staby antagon nieaktywny nieaktywny H5
[cis-Apc?]OT antagon staby antagon nt
[Mpal,cis-Apc?]OT silny antagon staby antagon nt

Aba, kwas 4-aminobenzoesowy; Aca, kwas 1-adamantylokarboksylowy; Adg, (S)-1-adamantyloglicyna; Apy,
kwas (2R,4S)-aminopiroglutaminowy; APy, kwas (25,4S)-aminopiroglutaminowy; Ica, kwas indolilo-2-
karboksylowy; cis-Apc, kwas cis-1-amino-4-fenylocykloheksylowy; Dpa, 3,3-difenyloalanina; Igl, o-2-
indanyloglicyna; Mpa, kwas 3-merkaptopropionowy; Nmp, kwas (25,4R)-2-naftylometylopyrolidyno-2-
karboksylowy; t-Bba, kwas 4-tert-butylobenzoesowy.

nt — test nie zostal wykonany

Wigkszo$¢ z badanych w ramach osiggniecia naukowego peptydéw z grupy hormonow
neuroprzysadkowych charakteryzowala si¢ stabg rozpuszczalnoscia w wodzie, co
nastreczalo probleméw w trakcie przygotowywania probek o stezeniach niezbednych do
badan NMR. Ze wzgledu na problemy z rozpuszczalnoscia w wodzie, widma NMR
pierwszych badanych analogéw, modyfikowanych reszta 3,3-difenyloalaniny [H1], zostaty
zarejestrowane w roztworze DMSO-d,. W przypadku analogéw modyfikowanych resztg
a-2-indanyloglicyny, pomiary zostaly wykonane w micelach SDS [H2]. Micele te dobrze
solubilizowaly peptydy, umozliwiajac tym samym ich rozpuszczenie w roztworze wodnym.
W badaniach  konformacyjnych  pozostalych  peptydéw z grupy hormonéw
DPC/SDS.  Jednakze,

1 w tym przypadku pojawily si¢ problemy z rozpuszczalnoscia peptydow. Dlatego tez,

zastosowalam mieszane micele

neuroprzysadkowych

6
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w celu otrzymania klarownego roztworu, peptydy zostaly najpierw rozpuszczone
w metanolu-d,, a nastgpnie rozcienczone wodnym roztworem mieszanych miceli
DPC/SDS [H3 i H5).

W celu identyfikacji oddzialywan pomiedzy peptydem a hydrofobowym rdzeniem
mieszanych miceli, wykorzystalam n-doksylowa pochodna kwasu stearynowego (kwas 16-
doksylostearynowy, 16-DSA). Czasteczka kwasu 16-DSA wbudowuje si¢ w micelg, przy
czym grupa nitroksylowa znajduje si¢ w hydrofobowym jej rdzeniu. Ze wzgledu na
obecno$¢ niesparowanego elektronu, grupa nitroksylowa wykazuje wlasciwosci
paramagnetyczne, czego konsekwencja jest silne poszerzenie sygnatow, na skutek skrécania
czaséw relaksacii T,, tych reszt peptydu, ktére znajduja sie w jej poblizu.””* Dlatego tez,
analiza widm NMR otrzymanych przed i po dodaniu kwasu 16-doksylostearynowego (16-
DSA) pozwolita mi okreslic, ktére z reszt poszczegdlnych peptydéw zanurzone sg

w hydrofobowej czgdci miceli (Rysunek 2).
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RYSUNEK 2

(A) Zastosowanie kwasu 16-doksylostearynowego (16-DSA) w celu eksperymentalnego
ustalenia oddzialywan peptyd-micela na przykladzie analogu [Nmp* D-Arg*|VP [H3].

(B) Widma TOCSY analogu [Nmp®,D-Arg’|VP zarejestrowane w obecnosci mieszanej
miceli 5:1 DPC/SDS bez dodatku kwasu 16-DSA i (C) z dodatkiem kwasu 16-DSA.

Badane analogi NPHs wykazywaly tendencje do tworzenia B-zgie¢ w pozycjach 2,3
i/lub 3,4, co wskazuje, iz jest to element struktury charakterystyczny dla peptydow
oddziatujacych z receptorami OT i V. B-Zgiecie we fragmencie 1-4 wydaje si¢ by¢ istotne
w kontekscie wystapienia aktywnosci antypresyjnej, nie jest ono jednak konieczne do
wystapienia aktywnosci antyuterotonicznej [H1-H3, H5]. Sposréd analogdw wykazujacych
aktywno$¢ antydiuretyczna, peptydy o silniejszym  dzialaniu  posiadaly B-zgiccie
we fragmencie 06-9, ktére prawdopodobnie wplywa na wzmocnienie aktywnosci

antydiuretycznej, nie jest jednak niezbedne do jej wystapienia [H1].
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Dotychczasowe badania oddzialywan peptyd-receptor sugeruja, iz oddzialywania
pomiedzy aromatycznymi resztami liganda 1 aromatycznymi resztami helisy TMG6
receptoréw VR i OTR sa charakterystyczne dla wiazania antagonéw.””" Przypuszcza sie,
ze oddzialywania te zapobiegaja zmianom konformacyjnym helisy TM6, warunkujacym
aktywacje receptora, przez co stabilizuja jego stan nieaktywny.”"

Analiza oddzialywan peptyd-micela wykazala, iz aromatyczne lancuchy boczne
badanych peptydéw zanurzone sa w hydrofobowej czes$ci miceli, natomiast dodatnio
natadowany lafcuch boczny Arg® oddzialuje z ujemnie natadowanymi fragmentami miceli,
badZz tez jest wyeksponowany do $rodowiska wodnego. Wyjatek stanowi analog
[Mpa',Ica’,D-Arg’|VP [H3], w ktérym laficuchy boczne obu reszt aromatycznych Ica®
i Phe’ ulozone sa po przeciwnej stronie czasteczki, co uniemozliwia ich jednoczesne
zanurzenie w hydrofobowej czeséci miceli. W rezultacie, hydrofobowy tahcuch boczny Ica®
ulozony jest na zewnatrz kompleksu peptyd-micela. Jednakze, jest on zawiniety do $rodka
czasteczki, co redukuje niekorzystne oddzialywania z polarnymi czasteczkami wody.
Analog ten charakteryzuje si¢ rowniez obecnoscia wiazania peptydowego Mpal—Ica2
0 geomettil ¢zs.

Ciekawym przypadkiem okazaly si¢ analogi modyfikowane reszta kwasu
aminopiroglutaminowego, [APy’JAVP i [Apy*’]AVP [H3]. Oba analogi sa nieaktywne
1 jednoczesnie stabo oddziatuja z micela. Peptydy te nie penetruja do hydrofobowego
rdzenia miceli i s3 tylko stabo zwigzane z jej powierzchnia. W przypadku drugiego analogu,
widma NMR wykazaly obecno$é wiecej niz dwéch populacii sygnatéw dla fragmentu Gln*-
Arg®. Zwielokrotnienie linii rezonansowych na widma NMR jest wynikiem powolnych
w skali eksperymentu przej$é konformacyjnych peptydu.? W przypadku analogu
[Apy”’JAVP, obecno$é¢ kilku zestawéw sygnaléw na widmach NMR jest prawdopodobnie
konsekwencja izomeryzacji ¢is/trans wiazania peptydowego Cysé—Pro7 i/lub réwnowagi
ustalajacej si¢ pomiedzy konformacjami peptydu w ré6zny sposéb zwiazanymi z micela.

Dotychczasowe badania oddziatywan peptydowych ligandéw z receptorami VP/OT
wskazuja, 1z miejsca wiazace antagony oraz konformacje antagonéw w kieszeni wiazacej
receptora, moga by¢ zblizone lub zupelnie odmienne niz agonéw.”’75 Analiza analogéw
modyfikowanych reszta s-Apc nie wykazala jednoznacznych réznic pomiedzy
konformacja przyjmowana przez agon i antagon [H5]. Sposréd wazopresynopodobnych
analogéw, t-Bba[as-Apc’, Val'|AVP jako jedyny okazal si¢ stabym agonem receptoréw
oksytocynowych. Jest to do$é zaskakujace, gdyz Tyr” naturalnie wystepujaca w sekwencii
AVP i OT, a zastapiona w tym analogu reszta ¢s-Apc, jest istotna dla aktywacji receptora
i transdukcji sygnalu.””” Pozostale dwa, Aba[cs-Apc’,Val|AVP i Aca[es-Apc’,Val'|AVP,
zgodnie z oczekiwaniami, to antagony receptoréw oksytocynowych. Poréwnujac struktury
przestrzenne tych peptydéw zaobserwowatam, iz analogi t-Bba|eis-Apc’, Val'|AVP i Acaleis-
Apc?,Val']AVP wykazuja bardzo duze podobiefistwo w ulozeniu tadcuchéw bocznych,
pomimo réznej aktywnosci. Niemniej jednak, analiza oddzialywan z micelg wykazala,
iz w przypadku pierwszego peptydu, reszty Asn’ oraz Gly’ sa mocniej wyeksponowane do
srodowiska wodnego. Reszta Asn’, podobnie jak Tyt?, odpowiedzialna jest za transdukcje
sygnatu. Z kolei, Gly’ moze odgrywaé wazna role w selektywnosci wzgledem receptora

oksytocynowego, a C-terminalna grupa amidowa moze wplywa¢ na efektywnosc
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wigzania. " Dlatego tez, réznice w oddzialywaniach z micela moga przekladac¢ si¢ na
r6zng aktywnos¢ obu peptydow.

Badajac analogi modyfikowane cis-Apc zaobserwowalam réznice w utozeniu analogow
wazopresyno- i oksytocynopodobnych wzgledem miceli. Pochodne AVP ulozone sa
w przyblizeniu prostopadle, podczas gdy pochodne OT réwnolegle do powierzchni miceli.
Roznice w ulozeniu sa wynikiem réznej polarnosci fragmentu C-terminalnego: analogi
AVP posiadaja w pozycji 8 dodatnio naladowang reszte argininy, z kolei analogi OT —
niepolarng reszte leucyny. Skutkuje to tym, iz w pierwszym przypadku C-koniec jest
wyeksponowany do wody, zas w drugim, zanurzony w hydrofobowej czesci miceli.
Wezesniejsze badania oddzialywan pomiedzy AVP i OT a ich receptorami, rowniez
dowiodly réznic w ulozeniu obu peptydéow w kieszeniach wiazacych poszczegdlnych
receptorow.’>”

Dla wybranych peptydéw: AVP, OT, [D-Igl’]AVP, [Adg’ D-Arg”|VP i [ds-Apc’]OT
(H4), przeprowadzilam badania oddzialywan 2z liposomami. Analiza widm CD
w obecnosci liposoméw w réznych temperaturach umozliwita mi przesledzenie wplywu
lipidow na konformacje peptydow. Z kolei, temperaturowe widma FT-IR pozwolily mi na
ustalenie wplywu badanych peptydéw na uporzadkowanie tafncuchéw weglowodorowych
oraz temperature przejscia fazowego lipidéw. Dodatkowo, w celu okreslenia stalej wigzania
peptyd-lipid zostaly wykonane pomiary za pomoca izotermicznej kalorymetrii
miareczkowej (ang. isothermal titration calorimetry, ITC). Badania ITC zwykle pozwalaja na
oznaczenie stalej wiazania, stechiometrii reakcji, entalpii oraz entropii. Jednakze,
w przypadku badanych analogéw nie udalo si¢ zbadaé oddzialywan peptyd-lipidy metoda
ITC. Metoda ta umozliwia bowiem badanie oddzialywan charakteryzujacych si¢ stala
wiazania rzedu 10>-10° M.*" W przypadku hormonéw neuroprzysadkowych oddzialywania
z lipidami sa prawdopodobnie znacznie stabsze, a przez to nierejestrowane za pomoca
ITC.

Analiza temperaturowych widm FT-IR wykazala, iz wszystkie peptydy wplywaja na
przejscia fazowe lipidow, obnizajac temperature glownego przejscia fazowego o okolo
1,2-1,6°C. Jeden z analogéw, [Ang,D—ArgS]VP (bardzo slaby agon receptoréw OTR),
obnizal plynno§¢ modelowej blony lipidowej w fazie cieklokrystalicznej (powyzej
temperatury gléwnego przejscia fazowego) [H4|. Zmiany wlasciwosci blony lipidowe;,
wynikajace z oddzialywan liganda z blona, moga mieé niekorzystny wplyw na sam receptor
1 efektywnos¢ wiazania liganda. Wydaje si¢ to uzasadnione, gdyz Gurdal i wspolpracownicy
znalezli korelacj¢ pomiedzy plynnoscia blony, a oddzialywaniem biatka G z receptorem
B,-adrenergicznym.*

Analiza widm CD sugeruje, iz w przypadku oksytocyny zwigzanej z liposomem,
laficuch boczny Tyr” jest bardziej wyeksponowany na zewnatrz czasteczki, niz w roztworze
wodnym bez obecnosci liposoméw. Z kolei w przypadku AVP, w wyniku zwiazania si¢
peptydu z liposomem, zanikaja oddzialywania stakingowe pomiedzy pierScieniami
aromatycznymi Tyr” i Phe’, co przypuszczalnie wynika z zanurzenia obu  reszt
w  hydrofobowej czesci liposomu. Wprowadzenie przestrzennie rozbudowanych
hydrofobowych reszt w N-terminalnej czesci analogéw AVP i OT zwigkszylo udzial
oddziatywan hydrofobowych pomiedzy peptydem a lipidami. W temperaturze powyzej
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temperatury przejscia fazowego lipidéw zmienia si¢ ulozenie polarnych gtéw lipidowych,
przez co ich ujemnie naladowane fragmenty sa bardziej wyeksponowane na zewnatrz
liposomu® W  konsekwencji wzrasta tez prawdopodobiefistwo  oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy dodatnio natadowanym laAcuchem bocznym Arg® peptydéw,
a yjemnie natadowanymi grupami fosfatydylowymi liposomu, co z kolei moze wplywac na

konformacj¢ C-koficowego fragmentu wazopresynopodobnych peptydéw.

ANTYBIOTYKI PEPTYDOWE

Wobec ciggle wzrastajacej opornosci mikroorganizméw na konwencjonalne
antybiotyki,  intensywnie = poszukuje  si¢  nowych = zwigzkéw o  dzialaniu
przeciwdrobnoustrojowym 1 potencjalnym zastosowaniu klinicznym. Duze nadzieje
poktlada si¢ w antybiotykach peptydowych (ang. Antimicrobial peptides, ANMPs), stanowiacych
jeden z wazniejszych elementéw ukladu odpornosciowego réznych organizméw zywych.
AMPs dzialajq przeciwbakteryjnie, przeciwgrzybiczo, Przeciwwirusowo

. . . . 82 83
1 przeciwpierwotniakowo.™

Oplerajac  si¢ na ich oryginalnej strukturze mozna
projektowa¢  analogi o zwigckszonej aktywnosci 1 ulepszonych  parametrach
farmakokinetycznych. Peptydy te dobrze rokuja nie tylko jako §rodki lecznicze, ale rowniez
jako $rodki konserwujace.**™

W ramach osiagniecia naukowego przebadalam nastgpujace peptydy z grupy
antybiotykow peptydowych: citroping 1.1 oraz jej dwa analogi, (1-12)citropina
i [Ala"(1-13)citropina, ,,N-koniec C-koniec” cykliczny analog histatyny 5 oraz trzy

syntetyczne lipopeptydy, C,-KK-NH,, C,,-KGK-NH, oraz C,-KKKK-NH,.

CITROPINA 1.1 1 ANALOGI

Citropina 1.1 zbudowana jest z 16 reszt aminokwasowych (GLFDVIKKVASVIGGL-
NH,). Wydzielana jest przez gruczoly grzbietowe australijskiej zabki nadrzewnej, Litoria

: 86,87
citropa.

Oprécz  dziatania  przeciwdrobnoustrojowego 1 przeciwnowotworowego,
citropina 1.1 powoduje inhibicj¢ neuronalnej syntazy tlenku azotu.””™ Istotnym motywem
strukturalnym citropiny 1.1, majacym wplyw na aktywnos¢ przeciwbakteryjng sa pierwsze
trzy N-terminalne reszty (Gly-Leu-Phe) oraz dodatnio natladowane reszty lizyny
w pozycjach 7 i 8. Badania prowadzone w ramach osiagni¢cia naukowego wykazaly,
iz skrocenie C-koncowego fragmentu tafdcucha peptydowego citropiny 1.1 rowniez obniza
aktywnos¢ przeciwbakteryjna [H6]. Niemniej jednak, dodatkowa zamiana reszty kwasu
asparaginowego z ujemnie naladowanym lancuchem bocznym w pozycji 4, na obojetng
resztg alaniny, moze spowodowac¢ w niektoérych przypadkach polepszenie aktywnosci
przeciwbakteryjnej wzgledem wybranych szczepow bakteryjnych.

Wezesniejsze badania konformacyjne citropiny 1.1 w 50% roztworze TFE wykazaly
obecno$é a-helisy wzdhuz calego laficucha peptydowego.* Struktura ta nie jest zachowana
w obecnosci miceli SDS, gdzie tworzg si¢ dwa fragmenty o-helikalne, 4-7 oraz 10-16,
polaczone B-zgieciem w pozycijt 8,9 [H6]. Nie mozna wykluczy¢, iz jest to konsekwencja
oddzialywania z micela SDS, ktéra ma ksztalt sferyczny, przez co wymusza wygiccie
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tanicucha peptydowego citropiny 1.1. Charakterystyczna cechq strukturalna citropiny 1.1
jest réwniez mostek solny tworzacy si¢ pomiedzy ujemnie naladowanym ladcuchem
bocznym Asp®, a dodatnio natadowanym laficuchem bocznym Lys’. Dla analogu
(1-12)citropina  zaobserwowalam strukture o-helikalng we fragmencie Gly'-Val’,
zakonczona B-zgieciem typu I w pozycji 9,10. Pomimo obecnosci a-helisy wzdluz niemal
calego tanicucha, analog (1-12)citropina charakteryzowal si¢ najstabsza aktywnoscia
przeciwbakteryjna wsréd badanych peptydéw. Z kolei, analog [Ala'](1-13)citropina,
wykazywal nieco wyzsze niz natywna citropina 1.1 aktywnosci wzgledem bakterii Gram-
ujemnych (E. co/i oraz P. aeruginosa). W przypadku tego analogu zaobserwowatam obecno$é
tylko krotkiej o-helisy we fragmencie 4-8, podczas gdy N- i C-koficowe fragmenty
pozostaly nieuporzadkowane. Ponadto, w okolo 30% analizowanych struktur
przestrzennych analogu [Ala*](1-13)citropina, a-helisa konkurowala z helisa 3,, Helisa 3,
moze stanowi¢ forme posrednia w faldowaniu, jak réwniez rozfaldowywaniu sie oc—helisy.90
Wspolng cechg strukturalng wszystkich otrzymanych konformacji tego analogu bylo
B-zgiecie typu I w pozycji 10,11, stabilizowane wigzaniem wodorowym HN'"-CO”.

Analiza oddziatywar z micela SDS wykazata, iz ladcuch boczny Asp® citropiny 1.1
oraz analogu (1-12)citropina jest wyeksponowany do $rodowiska wodnego, co jest
wynikiem odpychania si¢ zjonizowanej grupy karboksylowej z ujemnie naladowanymi
grupami sulfonowymi miceli SDS. Zastapienie Asp4 obojetng reszta Ala w analogu
(1-13)[Ala’]citropina nie wplyneto na ulozenie lafdcucha bocznego reszty w pozycji 4.
Natomiast, skrocenie taficucha peptydowego wyraznie spowodowalo glebsze zanurzenie

obu analogéw w hydrofobowym rdzeniu miceli w poréwnaniu do citropiny 1.1 [H6].

+wIN-KONIEC C-KONIEC” CYKLICZNY ANALOG HISTATYNY 5

Histatyny tworza grupe 12 niskoczasteczkowych, bogatych w histydyne kationowych
peptydéw $linowych, przy czym histatyny 1, 3 i 5 stanowia zdecydowana jej wigkszo$é.”
W badaniach 7 vitro udowodniono przeciwgrzybicza aktywnos$¢ histatyn wobec grzybow

z rodzaju Candida albicans, Cryptococens neoformans, Aspergillus fumigatus™"*

oraz wobec bakterii
Streptococcus  mutans i Porphyromonas  gingivalis.” Wsréd histatyn, najbardziej efektywna
wzgledem Candida albicans jest histatyna 5, jednakze, peptyd ten jest rowniez podatny na
97,98

degradacj¢ proteolityczng. " Jednym ze sposobéw zwigkszenia stabilnosci peptydow jest
cyklizacja, ktéra czesto prowadzi réwniez do otrzymania peptydéw wykazujacych
zwiekszona aktywnos¢ biologiczna.” ' W przeprowadzonych testach mikrobiologicznych,
histatyna 5 oraz jej ,,N-koniec C-koniec” cykliczny analog, c-Hst5, wykazywaly jednakowsa
aktywnos¢.'” Wstepne badania konformacyjne cyklicznej histatyny 5 z wykorzystaniem
dichroizmu kotowego dowiodly, iz peptyd ten w roztworze trifluoroetanolu (TFE)
przyjmuje konformacje helikalna. Z kolei, w obecnosci ujemnie natadowanych miceli
niezbedna jest obecno$é jonéw Zn®* do utworzenia struktury helikalnej, podobnie jak
w przypadku natywnej histatyny 5.'” Dzialanie jonéw Zn®" przypisuje si¢ obecnosci
sekwencji His-Glu-X-X-His wiazacej jony Zn” "'

Wstepne pomiary NMR cyklicznej histatyny 5 zostaly wykonane w obecnosci miceli

SDS. Otrzymane widma charakteryzowaly si¢ bardzo staba rozdzielczos$cia ze wzgledu na
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silnie poszerzone sygnaly. Dlatego tez, kolejne widma NMR c-Hst5 zostaly zrejestrowane
w roztworze TFE [HS].

Cykliczna histatyna 5 wykazuje tendencje do tworzenia dwodch fragmentéw
a-helikalnych, Ala*-His’ oraz Lys''-Ser”, a kat pomiedzy dwiema helisami wynosi 142+8°.
Helikalny diagram kotowy dla fragmentu Ala‘’~Ser” potwierdza, iz peptyd posiada slabe
wladciwosci amfipatyczne (Rysunek 3). Jednakze, biorac pod uwage powierzchnie
molekularne potencjatu elektrostatycznego, obliczone dla struktur przestrzennych
otrzymanych w oparciu o dane NMR, mozna zaobserwowaé, ze reszty naladowane
dodatnio umiejscawiaja si¢ po jednej stronie czasteczki. Z kolei, reszty Asp' oraz Glu'’
z ujemnie naladowanymi laficuchami bocznymi sa wyraznie schowane do jej wnetrza.
Poréwnanie struktury cyklicznej histatyny 5 z jej liniowym odpowiednikiem sugeruje, iz
cyklizacja poprawia spolaryzowany rozklad reszt hydrofobowych 1 hydrofilowych (Rysunek
3).

cykliczna histatyna 5

j 180°

histatyna 5

\RAA (l) e ﬁk/
o

RYSUNEK 3
(A) Helikalny diagram kolowy dla histatyny 5 we fragmencie Ala*-Ser”, obejmujacym dwa
odcinki a-helikalne zidentyfikowane na podstawie danych NMR. (B) Powierzchnie
molekularne potencjatu elektrostatycznego cyklicznej histatyny 5 i jej liniowego

odpowiednika, wyznaczone w programie MOLMOL..'”

SYNTETYCZNE LIPOPEPTYDY

Ciekawa alternatywa dla konwencjonalnych antybiotykéw sa krotkie syntetyczne
lipopeptydy, zawierajace reszty aminokwaséw kationowych oraz reszty kwaséw
tluszczowych. Spelniaja one warunki amfipatycznodci oraz sumarycznego ladunku
dodatniego, istotnych cech antybiotykéw peptydowych. Badane w ramach osiagnigcia
naukowego lipopeptydy [H7], poza aktywnoscia przeciwbakteryjna, wykazuja wlasciwosci
powierzchniowo czynne, dzigki czemu moga jednoczesnie petni¢ role emulgatora
1 konserwantu.

W przypadku tej grupy zwiazkéw skupilam si¢ na badaniach proceséw micelizacji oraz
oddziatywaniach z modelowymi blonami lipidowymi. Badane lipopeptydy wykazuja
aktywnos¢ na podobnym poziomie wzgledem wybranych szczepéw bakteryjnych zaréwno
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bakterii Gram-dodatnich jak i1 Gram-ujemnych. Minimalne stezenia hamujace (MICs)
badanych peptydéw mieszcza si¢ w zakresie 4-16 pg/mL, natomiast minimalne st¢zenia

bakteriobdjcze w zakresie 4-32 pg/ml. Badania wlasciwosci hemolitycznych wzgledem
ludzkich czerwonych krwinek wyraznie pokazuja, iz peptyd C,-KK-NH, charakteryzuje si¢
najwyzsza aktywno$cia hemolityczna [H7]. Badania wartosci krytycznego stezenia
micelarnego (e7¢) za pomoca pomiardw napiecia powierzchniowego wykazaly, iz warto$¢
eme wzrasta w nastepujacej kolejnosci: C,,-KK-NH, < C,-KGK-NH, < C,,-KKKK-NH,,.
Dodatkowo, symulacje proceséw micelizacji przeprowadzone metodami dynamiki
molekularnej wykazaly, iz wraz ze wzrostem warto$ci ezc maleje liczba agregacji, co jest
rezultatem wigkszych efektéw sterycznych w obrebie polarnej czesci powstajacych miceli.
Analiza oddziatywan lipopeptydéow z modelowymi blonami lipidowymi z wykorzystaniem
spektroskopii w podczerwieni oraz izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego
przyniosta zaskakujace rezultaty. Analiza widm FTIR badanych peptydéw w obecnosci
zwiterjonowych liposoméw DPPC  wykazala, 1z wszystkie lipopeptydy penetrujg
hydrofobowy rdzeni liposoméw, co jest wynikiem obecnosci fragmentu lipidowego,
ulatwiajacego zakotwiczenie lipopeptydu w liposomie. Zgodnie 2z oczekiwaniami,
lipopeptydy C,,-KK-NH, oraz C,-KGK-NH, oddziatuja réwniez z ujemnie naladowanymi
liposomami DPPG i POPG, imitujacymi bakteryjna blone¢ lipidowa, potwierdzajac tym
samym wazna role oddzialywan elektrostatycznych w procesie wigzania si¢ peptydu do
powierzchni blony. Z kolei, w przypadku lipopeptydu C,-KKKK-NH,, ktoéry
charakteryzuje si¢ najwyzszym dodatnim ladunkiem calkowitym sposréd badanych
lipopeptydow, przeprowadzone badania FTIR i ITC sugeruja brak oddzialywan z ujemnie
natadowanymi liposomami [H7]. Podobne rezultaty uzyskano dla pigciopeptydu Lyss.'"
Brak efektu oddzialywania pomiedzy dodatnio naladowanym peptydem a ujemnie
naladowanym liposomem jest rezultatem kompensacji efektéw hydrofobowych oraz
elektrostatycznych.

W celu wizualizacji oddzialywan pomiedzy badanymi lipopeptydami a bakteryjna
blona lipidowa, przeprowadzilam symulacje dynamika molekularnga w modelu
gruboziarnistym, wykorzystujac pakiect GROMACS 4.5.5."7 W trakcie trwania dynamiki
zaobserwowalam trzy wazne procesy: tworzenie si¢ miceli lipopeptydéw zwiazanych
z powierzchnia blony, wbudowywanie si¢ monomeréw lipopeptydow w blone oraz
wbudowywanie si¢ utworzonych miceli lipopeptydéw w blong (Rysunek 4). Micele, ktore
pozostaly na powierzchni blony spowodowaly jej reorganizacje, poprzez lokalne
wzbogacenie blony w ujemnie naladowane lipidy POPG w miejscu wiazania si¢ miceli

lipopeptydow (Rysunek 5).
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100 ns

1000 ns 2000 ns

400 ns
RYSUNEK 4

Ramki z symulacji dynamika molekularng w modelu gruboziarnistym dla lipopeptydu
C,-KK-NH, w obecnos¢ modelu bakteryjnej blony lipidowej (1:3 POPE:POPG). Kolor
261ty odpowiada reszcie kwasu palmitynowego, kolor bi¢kitny odpowiada resztom lizyny

Hydrofobowe fragmenty lipidéw blony komoérkowej zaznaczone sg kolorem szarym,
natomiast kolory: ré6zowy 1 fioletowy odpowiadajg fragmentom polarnym POPG 1 POPE.
B) C) o

POPG 150

A)

150

POPG
150

100 100 100

0
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
X X X
[4) A’ 0.026 O Al 0.027 0 A? 0.028
[ — ] -

C,-KKKK-NH,

C,-KGK-NII,
- - 150

0 50 100 150 200 0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
X X X
0 A’ 0.293 0 Al 0.326 0 A? 0.262
| ee—— | e—— | —
RYSUNEK 5

Mapa gestosci badanych lipopeptydow oraz lipidow POPG, wchodzacych
w sktad modelowej bakteryjnej blony komoérkowej, wyznaczona na podstawowe ostatnich
100 ns 2 ps dynamiki molekularnej w modelu gruboziarnistym. (A) C,,-KK-NH,,

B) C,;-KGK-NH, i (C) C (-KKKK-NH,.
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CHARAKTERYSTYKA MIESZANYCH MICELI DPC/SDS STOSOWANYCH
W BADANIACH KONFORMACYJNYCH PEPTYDOW JAKO MODELE BLON
LIPIDOWYCH

Badania konformacyjne peptydéow zdolnych do wiazania si¢ z blona komoérkows
wymagaja zastosowania rozpuszczalnikéw, badz ukladéw imitujacych srodowisko blony
komoérkowej dla odpowiedniego faldowania si¢ 1 stabilnosci konformacji tafcucha
polipeptydowego.***>'*'”” Sposréd stosowanych modeli blon lipidowych, podobiefistwo
do blon biologicznych maleje w kolejnosci liposomy, bicele, mieszane micele i micele.'"
Badania NMR peptydoéw w obecnodci liposoméw ograniczaja si¢ zazwyczaj do badan
w fazie stalej, ze wzgledu na duze rozmiary liposoméw. W roztworze, powolna reorientacja
molekularna uktadu liposom-peptyd, spowodowana rozmiarem samego liposomu prowadzi
do poszerzenia sygnaléw NMR. Sprawia to, ze wyznaczenie wysokorozdzielczej struktury
trojwymiarowej peptydu w oparciu o dane NMR staje si¢ trudne, a czesto wrecz
niemozliwe.'"'"? Dlatego tez, micele stanowia dobra alternatywe jako modele blon
lipidowych w badaniach konformacyjnych z wykorzystaniem spektroskopii NMR,
ze wzgledu na ich szybka reorientacj¢ molekularng w roztworze.'”

W zwiazku z tym, iz do badan konformacyjnych peptydéw wykorzystywalam mieszane
micele DPC/SDS, ptzeprowadzitam réwniez badania tych miceli. Krytyczne stezenia
micelarne (o) oraz parametry termodynamiczne proceséw micelizacji wyznaczylam za
pomoca izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC). Do badania dynamiki ukladéw

micelarnych oraz ich rozmiaréw wykorzystatam spektroskopi¢ NMR [H9].

Bufor fosforanowy, pH=7,4 Woda
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Stezenie 9:1 DPC/SDS /mM

RYSUNEK 6
Termogramy, krzywe miareczkowania kalorymetrycznego oraz pierwsze pochodne
krzywych miareczkowania kalorymetrycznego dla uktadu 9:1 DPC/SDS

w buforze fosforanowym oraz w wodzie.
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Z przeprowadzanych badafi wynika, iz mieszaniny surfaktantéw DPC/SDS wykazuja
tendencje do tworzenia dwoéch rodzajéw miceli w roztworze buforu fosforanowego,
pH=7,4. Podwyzszenie temperatury, jak réwniez rozpuszczenie mieszaniny surfaktantow
w niebuforowanym roztworze, skutkuje tworzeniem si¢ tylko jednego rodzaju mieszanych
miceli (Rysunek 6). Dodatek ujemnie natadowanego SDS do miceli DPC spowodowal
obnizenie wartosci krytycznego stezenia micelarnego, co wskazuje na synergizm
w tworzeniu si¢ mieszanych miceli DPC/SDS.

Analiza parametréw termodynamicznych proceséw micelizacji sugeruja réznice
w hydratowaniu mieszanych miceli w poréwnaniu do miceli jednoskladnikowych.
Wspotczynniki samodyfuzji wyznaczone w oparciu o eksperymenty PFG-NMR wskazuja,
iz rozmiar miceli nieznacznie wzrasta po dodaniu SDS. Analiza czaséw relaksacji T i T,
protonéw oraz wartosci ich stosunku T)/T, dowodzi, iz watstwa utworzona z gtup
metylenowych znajdujacych sie w pozycji 1 ladcucha weglowodorowego (-OC'H,-
CH,...C"”H,) stanowi gléwna barier¢ blokujaca wnikanie czasteczek wody do
hydrofobowego rdzenia miceli. Poréwnanie wartosci 1,/T, protonéw wzdluz calej
czasteczki DPC, potwierdza jednakowe ulozenie lancuchéw weglowodorowych DPC
1 SDS w hydrofobowym rdzeniu mieszanych miceli. Znaczne obnizenie wartosci czaséw
relaksacji poprzecznej T, jader atoméw *'P, przy jednoczesnych malych zmianach
obserwowanych dla czaséw relaksacji podiuznej T, sugeruje iz dodatek SDS do miceli
DPC powoduje wzrost calkowitego czasu korelacji, a co za tym idzie wzrost

hydrodynamicznej objetosci miceli.

PODSUMOWANIE

Celem badan prowadzonych w ramach osiagniecia naukowego byla korelacja struktur
przestrzennych biologicznie czynnych peptydow z ich aktywnoscia 1 sposobem
oddziatywania z blong lipidowa. Badania obejmowaly 21 peptydéw z grupy hormondw
neuroprzysadkowych oraz 7 peptydow przeciwdrobnoustrojowych. Ponadto, ze wzgledu
na wykorzystanie mieszanych miceli DPC/SDS jako modelu blony lipidowe;
w analizie konformacyjnej analogéw hormondéw neuroprzysadkowych, zostaly
przeprowadzone badania parametrow termodynamicznych proceséw micelizacji, dynamiki
i rozmiaréw mieszanych miceli DPC/SDS.

Wiele antybiotykéow peptydowych przed zwiazaniem z blona posiada strukture
nieuporzadkowang. Rezultatem oddzialywania z blona jest faldowanie si¢ taficucha
polipeptydowego, co jest kluczowe dla aktywnosci peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.
Dlatego tez, badania konformacyjne antybiotykéw peptydowych przewaznie sa
prowadzone w ukladach imitujacych blony komoérkowe. Intensywnie prowadzone sa
réwniez badania oddzialywan antybiotykéw peptydowych 2z modelowymi blonami
lipidowymi w celu okreslenia czy potwierdzenia mechanizméw ich dziatania. W przypadku
hormonéw neuroprzysadkowych, znaczenie blony komorkowej jako mediatora
oddziatywan peptyd-receptor bylo dotychczas ignorowane. Dlatego tez, badania

prowadzone w ramach osiagnigcia naukowego stanowia element nowosci naukowej, gdyz
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podobne zagadnienia dotyczace tej grupy zwiazkéw nie byly dotychczas opisywane
w literaturze.

W procesie wiazania si¢ hormondéw neuroprzysadkowych oraz antybiotykow
peptydowych do blony lipidowej, istotna role¢ odgrywaja zaréwno oddzialywania
elektrostatyczne jak i hydrofobowe. Jednakze, rézne sa efekty koncowe tych oddzialywan
dla obu grup peptydow, co wynika z ich réznych funkcji biologicznych. Wyniki badan
prowadzonych w ramach osiggniecia naukowego wskazuja, ze modyfikacja hormonow
neuroprzysadkowych przestrzennie rozbudowanymi resztami hydrofobowymi ogranicza
swobode konformacyjng peptydéw oraz powoduje ich glebsze zanurzenie w modelowej
btonie lipidowej. Gléwnym segmentem kotwiczacym peptydy w blonie jest ich
N-terminalny fragment. Oddzialywania hormonéw neuroprzysadkowych z blong lipidowa
moga zmieniaé jej strukture i wplywac tym samym na funkcjonowanie receptorow GPCR,
dlatego tez, istotne jest, aby nie prowadzily do destabilizacji dwuwarstwy lipidowej. Z kolei,
efekt ten jest pozadany w przypadku antybiotykow peptydowych, dziatajacych na zasadzie
permeabilizacji dwuwarstwy lipidowej. Wyniki badan prowadzonych w ramach osiagniecia
naukowego wskazuja, iz efektem oddzialywania antybiotykéw peptydowych z blona
komoérkowa moze by¢ rowniez segregacja lipidéw w membranach bakteryjnych, co
skutkuje tworzeniem si¢ domen zawierajacych ujemnie naladowane lub neutralne lipidy
blonowe.

Badania prowadzone w ramach osiagniecia naukowego mialy gléwnie charakter
poznawczy. Jednakze, uzyskane wyniki rzucaja nowe $wiatlo na role oddzialywan
peptydéw z blong lipidowa w kontekscie ich aktywnosci biologicznej, co z kolei moze mie¢
znaczenie praktyczne w projektowaniu nowych analogéw o okreslonych wlasciwosciach

farmakologicznych.
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5. Omoéwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1 Dorobek naukowy

Moje zainteresowania naukowe skupiaja si¢ wokot badan konformacyjnych peptydow
z wykorzystaniem metod eksperymentalnych i teoretycznych oraz na analizie oddzialywan
peptyd-lipidy w ukladach imitujacych blony lipidowe. Wsréd badanych przeze mnie
peptydow, oprocz omawianych w  pierwszej czedci  autoreferatu  hormondw
neuroprzysadkowych oraz antybiotykéw peptydowych, znajduja si¢ réwniez analogi
bradykininy, peptydy biorace udzial w chorobach amyloidowych, peptydy modulujace
aktywnosci proteasomu, peptydy obrazujace, wigzace si¢ z receptorem CXCR4 (receptor
chemokinowy) oraz peptydy stanowiace transmembranowe fragmenty bilitranslokazy.
W ramach wewnatrzwydzialowej wspolpracy naukowej uczestniczylam réwniez
w badaniach konformacyjnych oligomeréw zbudowanych z aminokwaséw cukrowych
(pochodnych sacharydéw, ktore do pierscienia cukrowego maja dolaczona grupe aminowsa
1 karboksylowa) oraz bralam udzial w badaniach oddzialywan zwigzkéw biologicznie
czynnych z cyklodekstrynami. Wszystkie prowadzone przeze mnie badania skladaja si¢ na
dorobek naukowy w postaci 46 publikacji z /Zsty JCR (w tym 9 stanowi osiagniecie
naukowe), 12 publikacji spoza /sty JCR, 4 referatéw i 40 posterow prezentowanych na
konferencjach krajowych i miedzynarodowych, 1 wyktadu na zaproszenie oraz 1 rozdziatu

w ksiazce (zatacznik 4a).

5.2  Udzial w projektach badawczych

W 2003 roku otrzymalam grant promotorski MNiSW na realizacj¢ badan zwiazanych
z tematem pracy doktorskiej. W latach 2009-2012 kierowalam grantem badawczym
MNISW, ktory zaowocowal 9 publikacjami, z czego 5 wchodzi w sklad osiagniecia
naukowego. Ponadto, pelnitam rol¢ wykonawcy w 5 grantach MNiSW/NCN, a obecnie
jestem wykonawca jednego grantu NCN. W 2011 roku bylam beneficjentem dwoch
projektow East-NMR oraz Bio-NMR realizowanych w ramach 7 Programu Ramowego
Unii Europejskiej, umozliwiajacych dostep do nowoczesnej aparatury NMR. Projekty

te umozliwily mi wykonanie pomiaréw NMR w Slowenskim Centrum NMR w Lublanie.
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5.3 Wspodlpraca naukowa

Doswiadczenie zdobyte podczas mojej pracy naukowej zaowocowalo nawiazaniem
krajowej 1 zagranicznej wspoOlpracy naukowej. Prowadzone przeze mnie badania
antybiotykow peptydowych realizowane sa we wspolpracy z dr hab., prof. nadzw.
Wojciechem Kamyszem 2z Wydzialu Farmaceutycznego 2z Oddzialem Medycyny
Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. W ramach nawigzanej wspolpracy
mi¢dzynarodowej uczestnicze w badaniach konformacyjnych fragmentéw biatka
transblonowego, bilitranslokazy — transportera anionéw organicznych (prof. Marjana
Novi¢ z Narodowego Instytutu Chemii w Lublanie, Slowenia oraz dr Igor Zhukov
z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie) oraz w badaniach konformacyjnych
peptydow obrazujacych, wigzacych si¢ z receptorem chemokinowym (prof. Sridhar
Nimmagadda z Uniwersytetu Johna Hopkinsa w Baltimore, USA). W tym roku
rozpoczetam wspolprace dotyczaca badan inhibitoréw konwertaz prekursoréw biatkowych
(prof. Robert Day, Uniwersytet Sherbrooke, Sherbrooke, Kanada).

ng /ﬁf\'kon\uz/
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