STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Istotnym elementem pierwszej linii obrony immunologicznej organizmu przed infekcjg sa
peptydy przeciwbakteryjne (PPB) stanowigce istotny element wrodzonej odporno$ci u ludzi.
Charakteryzuja si¢ one szerokim zakresem dziatania przeciwdrobnoustrojowego. PPB
ze wzgledu na wlasciwosci, budowe, funkcje oraz mechanizm dziatania zostaty podzielone na
kilka grup, a dwie gtowne to: defensyny i katelicydyny. U czlowieka wykazano dotychczas
obecno$¢ tylko jednego peptydu z grupy Kkatelicydyn — peptydu LL-37, uwalnianego
z katelicydyny — hCAP 18 pod wplywem proteazy serynowej. Liczne badania wskazuja, ze
ludzki  peptyd  LL-37  charakteryzuje  si¢  szerokim  spektrum  dzialania
przeciwdrobnoustrojowego, przeciwnowotworowego oraz immunomodulujgcego. Aktywnos¢
endogennych peptydow stala si¢ inspiracja do poszukiwania nowych czynnikow
przeciwbakteryjnych o zblizonym, niespecyficznym gatunkowo, blonowym mechanizmie
dzialania. Szczegoélnie interesujaca grupe zwigzkéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
stanowig syntetyczne analogi kationowych peptydow przeciwbakteryjnych - cerageniny
(CSAs) - pochodne kwasu cholowego. Podobne jak PPB, posiadaja dodatni tadunek
powierzchniowy dzigki ktéremu oddziatujg elektrostatycznie z negatywnie natadowang
powierzchnig bakterii, wiruséw, grzybow i pierwotniakow. Po insercji w strukture lipidowa
btony mikroorganizméw zaburzajg jej strukturg 1 funkcje, co w efekcie prowadzi do $mierci

komorki.

Celem rozprawy doktorskiej byta ocena bakteriobdjczego dziatania peptydu LL-37 oraz
jego syntetycznych analogdéw z rodziny ceragenin w stosunku do szczepoéw laboratoryjnych
i klinicznych izolatbw Pseudomonas aeruginosa. Powyzsze badania umozliwity okreslenie
potencjatu ceragenin w zwalczaniu infekcji spowodowanych przez wielolekooporne szczepy

pateczki ropy biekitnej.

Badania zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem peptydu przeciwbakteryjnego LL-37,
konwencjonalnych antybiotykow, ceragenin (CSA-13, CSA-131) oraz polielektrolitow,
zarowno uwalnianych z uszkodzonych komorek gospodarza (DNA, F-aktyna), jak
i produkowanych przez Dbakterie (bakteriofag Pfl). Celem przeprowadzenia badan
wykorzystane zostaty szczepy 1) Pseudomonas aeruginosa izolowane z plwociny pacjentow
chorych na mukowiscydoze; 2) P. aeruginosa Xen 5, bioluminescencyjny szczep, ktory posiada
w swoim chromosomie stabilng kopi¢ operonu lux pochodzacego z Photorhabdus luminescens;

3) hiperwirulenty szczep P. aeruginosa LESB58.



Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej badanych zwigzkéw zostata wykonana w stosunku
do formy planktonicznej bakterii, jak i biofilmu wytwarzanego przez P. aeruginosa. Wykonano
oznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) wzrostu bakterii pod wplywem dziatania
zwigzkow w roéznych stezeniach, jak i rowniez minimalnego stezenia bakteriobdjczego (MBC).
W celu doktadniejszej oceny dzialania przeciwbakteryjnego badanych zwigzkow,
przeprowadzono test zliczania kolonii (tzw. ,.killing assay”). Powyzszy eksperyment wykonano
réwniez w obecnosci polielektrolitow takich jak DNA, F-aktyna oraz bakteriofaga Pf1. Celem
zobrazowania powierzchni komorek po dziataniu badanych zwigzkéw przeciwbakteryjnych

wykonano analiz¢ topograficzng bakterii z uzyciem mikroskopu sit atomowych.

Przeprowadzone badania wykazaty, iz cerageniny wykazuja znacznie silniejszg aktywno$¢
przeciwbakteryjng wobec klinicznych, wysoce opornych szczepéw P. aeruginosa, jak rowniez
przeciw hiperwirulentnemu szczepowi LESB58, w poroéwnaniu do naturalnego peptydu LL-37,
czy konwencjonalnych antybiotykow. Istotnym wynikiem jest znaczne zahamowanie
aktywnosci bakteriobdjczej peptydu LL-37 w obecnos$ci oczyszczonego bakteriofaga Pf1, ktory
jest wytwarzany przez niektore szczepy P. aeruginosa. Przeciwnie, aktywnos$¢ kationowych
lipidow przeciwbakteryjnych CSA-13 i CSA-131 nie zostata istotnie zmniejszona w obecnosci
tego polianionowego wirusa. Zaobserwowali$my rowniez, iz CSA-13 oraz CSA-131 skutecznie
zapobiegajg tworzeniu si¢ biofilmu przez P. aeruginosa LESB58, ktorego synteza jest znacznie

pobudzana w obecno$¢ bakteriofaga Pf1.

Uzyskane wyniki badan wskazuja na mozliwo$¢ wykorzystania syntetycznych analogow
naturalnych peptydow przeciwbakteryjnych z grupy ceragenin w terapii zakazen wywolanych
przez lekooporne szczepy pateczek Gram-ujemnych, a takze uzasadniaja kontynuowanie

dalszych badan w tym obszarze.



