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Streszczenie

Poszukiwanie skutecznych substancji przeciwdrobnoustrojowych to bardzowazny
i aktualny temat, jednoczesnie stanowigcy ogromne wyzwanie dla naukow-
cow. Zwigzane jest to przede wszystkim z lekoopornoscia bakterii na antybio-
tyki i brakiem skutecznych terapii w walce z nimi. Jedng z mozliwosci jest wy-
korzystanie peptydéw o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym (AMP). Swoja
skuteczno$¢ zawdzieczajg oddziatywaniu peptyddw z btong komérkowa, jed-
nak ograniczeniem w ich zastosowaniu jest relatywnie niska stabilnos¢. Wéréd
metod, ktére prowadza do zwiekszenia trwatosci tych zwigzkdw, jest potacze-
nie peptyddéw z nosnikami. Przyktadem takiego nosnika moga by¢ fibryle pep-
tydowe, czyli wysoce uporzadkowane struktury o tendencji do samogrupo-
wania. Wykorzystanie fibryli zapewnia jednorodnos¢ i stabilnos¢ zwiazkow,
a takze daje ogromne mozliwosci tatwego funkcjonalizowania bionosnikéw.
W naszych badaniach wykorzystalismy sekwencje fibrylogenne, tworzace mo-
tyw zamka sterycznego, i potaczylismy je z fragmentem ludzkiej katelicydyny
(LL-37) - efektem tego byto opracowanie nowych samoorganizujacych sie pep-
tydéw przeciwdrobnoustrojowych. Wszystkie zaprojektowane zwiazki zosta-
ty przez nas zsyntezowane, a nastepnie przebadane pod katem sprawdzenia
ich tendencji do tworzenia fibryli, wykorzystania ich jako nosniki, jak rowniez
sprawdzenia ich aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Przeprowadzone bada-
nia pozwolity nam okresli¢ potencjat sekwencji fibrylogennych jako nosnikéw,
a takze ich wptyw na aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa.



Research on the fibrilization, stability and antimicrobial activity of the new
self-assembling antimicrobial peptides with short fibrillogenic sequences
(Summary)

The search for effective antimicrobial active substances is a very important
and current topic, but at the same time, it remains a big problem for modern
medicine. This is caused by bacterial resistance to antibiotics, tumor’s devel-
opment and the lack of effective drugs for treatment. One possibility for a so-
lution of these problems is that of peptides with antimicrobial activity (Antimi-
crobial peptides, AMPs). Their effectiveness is associated with the interaction
between them and cell membranes. However, a significant challenge in their
application is their relatively low stability. One of the methods that lead to in-
creased stability is to combine bioactive peptides with scaffolds. An example
of a scaffold is that of peptide fibrils, which are highly ordered structures that
have a tendency to self-assembly, which ensures homogeneity and high sta-
bility. In addition, the scaffolds may be functionalized by different bioactive se-
quences. In our project, we connected fibrillogenic sequences, formed in a steric
zipper, to antimicrobial sequences based on human cathelicidin (LL-37), which
resulted in creation of new self-assembling antimicrobial peptides. We synthe-
sized all peptides in the solid state using Fmoc-methodology. Many tests, such
as to check the tendency to fibril formation as well as antimicrobial activity, were
done. The conducted research allowed us to determine the potential of fibrillo-
genic sequences as carriers as well as their impact on antimicrobial activity.

Na swiecie obserwuje sie coraz wiecej szczepdw bakterii wykazujacych opornosc
przeciw konwencjonalnym antybiotykom. Niegdys uleczalne choroby bakteryjne
dzi$ sg coraz czestsza przyczyna smierci. Z raportu Tackling drug-resistant infections
globally - final report and recommendations opublikowanego w 2016 roku wynika,
ze juz w 2050 roku przez infekcje wywotane lekoopornymi drobnoustrojami zycie
bedzie traci¢ ok. 10 min ludzi rocznie (O’'Neill 2016). Analiza ta sktonita naukowcéw
do poszukiwan nowych alternatywnych terapii przeciwbakteryjnych.

Z ogromu wiedzy o naturalnych mechanizmach obrony immunologicznej roslin
i zwierzat na szczegdlng uwage zastugujg zwiagzki peptydowe, zbudowane z natu-
ralnych aminokwaséw. Wérdd nich bardzo wazng grupe stanowia peptydy przeciw-
drobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptide, AMP), ktére pomagaja w walce z mikro-
organizmami powodujgcymi infekcje. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe wytwarzane
sg przez niemal wszystkie zyjace organizmy, nawet takie, jak archeony czy protisty
(Makowska i in. 2019: 65). Niezaleznie od tego, z ktérego organizmu pochodzg, pep-
tydy w organizmach zywych syntezowane sa na dwa sposoby, poprzez rybosomalna
translacje mRNA oraz nierybosomalng synteze peptydéw w systemach bakteryjnych
(Hancock, Chapple 1999: 43; Brogden 2005: 3; Mahlapuu i in. 2016: 6). Zwigzki te zawie-
rajag od 2 do 50 reszt aminokwasowych (Mahlapuu i in. 2016: 6) i dzieki obecnosci reszt



argininy, lizyny czy histydyny posiadajg wypadkowy tadunek w przedziale od +2 do
+9 (Makowska i in. 2019: 65). Kationowy fragment odpowiedzialny jest za oddziaty-
wanie z zewnetrzng czescig ujemnie natadowanej btony fosfolipidowej bakterii. Nato-
miast hydrofobowy fragment peptydéw pozwala na wnikniecie do wnetrza btony.
Taki mechanizm powoduje destabilizacje btony biologicznej, prowadzac w efekcie
do $mierci bakterii (Brogden 2005: 3). Na chwile obecna naukowcy nie sg w stanie
okresli¢ jednego, doktadnego mechanizmu interakcji peptyd — btona komérkowa.
Niemiej jednak przyjmuje sie trzy najbardziej prawdopodobne modele, tj. model
typu klepek beczki, model toroidalny i model dywanowy (Huang i in. 2010: 1; Henc
iin.2013:7).

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe moga réwniez dezaktywowa¢ kwasy nukleinowe
i biatka cytoplazmatyczne, co prowadzi do zaburzenia podstawowych funkgji zycio-
wych bakterii (Durr i in. 2006: 1758). Patogeny, majac do czynienia z tak silnym,
szybkim i niespecyficznym mechanizmem dziatania, znacznie wolniej nabieraja
lekoopornosci. Dodatkowymi atutami AMP sa: biokompatybilnos¢, praktyczny brak
odpowiedzi uktadu immunologicznego, stosunkowo niewielka masa czasteczkowa;
czesto sg to zwiazki naturalne, ktére mozna relatywnie fatwo otrzymac réwniez na
drodze syntezy chemicznej. Tych kilka cech pokazuje, ze peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe moga by¢ bardzo dobrg alternatywa dla antybiotykéw. Niestety, duzym
problemem w ich zastosowaniu jest jednak fakt, iz bardzo szybko ulegajg degrada-
¢ji enzymatycznej w organizmie. Jednym z proponowanych rozwigzan jest strate-
gia taczenia sekwencji przeciwdrobnoustrojowych z bardzo trwatymi sekwencjami
fibrylogennymi, posiadajgcymi zdolnos¢ do samoorganizacji (Lombardi i in. 2019: 11).

Fibryle peptydowe posiadaja unikatowe wtasciwosci, takie jak: duza stabilnos¢,
wysokie uporzadkowanie struktury, wytrzymatos¢ zblizona do wytrzymatosci stali
(Goldschmidt i in. 2010: 107; Smith i in. 2006: 103), dzieki ktérym mozliwe jest wyko-
rzystanie ich jako no$nikéw dla substancji aktywnych. Za powyzsze cechy fibryli
odpowiedzialnych jest kilka czynnikéw. Pierwszym z nich jest obecnos¢ specyficznych
oddziatywan pomiedzy tancuchami peptydowymi, wérdéd ktérych kluczowa role
odgrywajg oddziatywania niekowalencyjne: hydrofobowe, van der Waalsa, elek-
trostatyczne oraz wigzania jonowe. Pomimo ze energia pojedynczych oddziaty-
wan jest niewystarczajgca do stworzenia i utrzymania trwatych struktur, to ich duza
liczba powoduje, ze ostatecznie tworzg stabilne struktury, czyli fibryle (Rajagopal
i Schneider 2004: 14). Kluczowa role odgrywa zas sekwencja aminokwasowa, nie tylko
ze wzgledu na obecnos$¢ poszczegdlnych reszt aminokwasowych, ale przede wszyst-
kim ze wzgledu na ich odpowiednig kolejnos¢ (Ifowska i in. 2022). Dzieki obecnosci
naturalnych komponentéw podobnie jak AMP charakteryzuja sie biokompatybilno-
$cig, niska toksycznoscia, nie wywotuja odpowiedzi immunologicznej i moga by¢
swego rodzaju rezerwuarem substancji aktywnych. Ponadto dzieki wysokiej stabilno-
Sci charakteryzuja sie wiekszg odpornoscig na degradacje enzymatyczna w krazeniu
ogolnoustrojowym (Sawicka i in. 2021: 22; Chen i in. 2019: 11). Ich charakter pozwala



w kontrolowany sposéb odfgcza¢ przytaczone do nich inne fragmenty peptydowe
badz aktywnie biologicznie czastki, ktérych skutecznos¢ wykazywana jest dopiero
po odtaczeniu od fibryli. Dzieki zas temu, ze sg one bardzo sztywne i stosunkowo
tatwo mozna je otrzymywac, istnieje mozliwos¢ wykorzystania ich jako rusztowania
(ang. scaffold) lub podtoza do hodowli komdrek macierzystych. Fibryle amyloidowe
tworza bardzo cienki stelaz, podobny do biofilmu, na ktérym mozliwe jest osadze-
nie, réznicowanie sie i proliferacja komoérek. Tak przygotowane rusztowanie, wraz
z namnozonymi komaérkami, moze by¢ aplikowane pacjentowi w celu uzupetnienia
na przyktad ubytkéw tkanki (Mankar i in. 2011: 2).

Wszystkie te wtasciwosci fibryli, ktére warunkuja ich tendencje do samoorganizacji,
spowodowaty, ze znaczaco zmienit sie obraz postrzegania fibryli peptydowych. Nie s
to tylko patogeny w chorobach neurodegeneracyjnych, ale sg to zwiazki, ktére moga
by¢ nosnikami dla substancji aktywnych czy tez moga by¢ wykorzystywane jako sys-
temy dostarczania lekéw. Badania nad procesem samoorganizacji peptydéw ciesza
sie obecnie duzym zainteresowaniem. Jako jedna z mozliwosci tworzenia nowych,
bardziej stabilnych zwigzkéw czy substancji o dtugoterminowym dziataniu tworzy
szanse wykorzystania zwigzkdw samoorganizujacych sie w biomedycynie, nanotech-
nologii czy innych dziedzinach zycia i nauki (Hosseinkhani, Hong i Yu 2013: 113; Wei
iin. 2017:46; Lee i in. 2019: 20).

Wykorzystanie fibryli peptydowych jako potencjalnych farmaceutykéw o przedtu-
zonym dziataniu po raz pierwszy zostato zaproponowane przez szwajcarska grupe
badaczy (Maji i in. 2008: 6). Wykorzystali oni gonadotropine do zaprojektowania
aktywnej biologicznie fibryli peptydowej jako jej analogu i zaproponowali wyko-
rzystanie tego rozwigzania w leczeniu raka piersi, raka prostaty czy tez jako srodka
antykoncepcyjnego. Przedstawione wyniki badan agregacyjnych, strukturalnych oraz
zdolnosci uwalniania tych analogéw pokazuja, iz zaprojektowane sekwencje swoj
potencjat terapeutyczny wykazuja dopiero w momencie uwolnienia czesci aktywnej
farmaceutyku od pozostatej czesci fibryli (Maji i in. 2008: 6).

Inna drogg wykorzystywania potencjatu samoorganizacji peptydéw jest potaczenie
sekwencji fibrylogennej odpowiadajacej za samoorganizacje z sekwencjami wyka-
zujgcymi aktywnosc¢ biologiczna. Przyktadem takiego rozwiazania jest potaczenie
sekwencji QIVAGV z sekwencja o dziataniu proregeneracyjnym i specyficzng dla
enzymu elastazy (Sawicka 2021: 22). Udowodniono, ze otrzymana osiemnastoami-
nokwasowa hybryda peptydowa ulega procesowi fibrylizacji, pomimo ze sekwencja
odpowiadajgca za samoorganizacje to zaledwie szes¢ aminokwaséw (Sawicka i in.
2021: 22; fowska i in. 2022: 23). Jednoczesnie zwigzek ten wykazuje aktywnos¢ bio-
logiczna nieodbiegajaca od natywnego peptydu.

Innym przyktadem wykorzystania fibryli jest potacznie fragmentu meltoiny o wtasci-
wosciach przeciwdrobnoustrojowych z fragmentem fibrylogennym (QL) (Chen i in.
2019: 11). Zaréwno potaczenie kowalencyjne tych dwdéch fragmentéw peptydowych,



jak i dodatkowa inkubacja z samym fragmentem fibrylogennym warunkuja samo-
organizacje, wysoka stabilno$¢, zapewniajac przy tym skuteczng aktywnos¢ prze-
ciwdrobnoustrojowg zaprojektowanej molekuty. Dodatkowo istotne sg odpowiednie
warunki, w ktérych dochodzi do uwolnienia fragmentu aktywnego.

Kolejnag grupa zwigzkoéw, ktére ulegaja samoorganizacji, sa hydrozele peptydowe,
tworzace stabilne struktury nanorurek (Bolhassani 2011: 1816; Singh i in. 2019: 6).
Hydrozele peptydowe to wyjatkowa grupa biomateriatéw, ktérych budowa oparta
jest na oddziatywaniach elektrostatycznych oraz wodorowych pomiedzy fancu-
chami grup bocznych w aminokwasach (Bolhassani 2011: 1816). Tworza one materiaty,
ktore swoja strukturg przypominaja tkanki lub macierze pozakomérkowe (Bolhassani
2011: 1816). Sq one ztozone z powtarzajacych sie dodatnio i ujemnie natadowanych
reszt aminokwasowych, ktére oddzielone sg resztami hydrofobowymi (Marini i in.
2002: 2; Yang i Zhang 2006: 18). Zwiazki te tworzg zorganizowanga i uporzagdkowang
strukture - rusztowanie, ktére dalej moze by¢ stosowane jako nosnik substancji
aktywnej. Stworzone w taki sposéb struktury wykazujg niezwykta stabilnos¢ w sze-
rokim zakresie temperatur, pH oraz czynnikéw denaturujacych (Zhang 2002: 20).
Jednym z najlepiej przebadanych i poznanych peptydoéw, ktéry tworzy hydrozele, jest
komercyjnie dostepny peptyd RADA16-| (AccRADARADARADARADA-NH,) (Kumada,
Zhang 2010: 5; Chaberska i in. 2017: 71). Peptyd tworzy stabilng strukture (-kartki
w roztworach wodnych. Cechuje sie wysoka iloscig hydrofobowych oraz hydrofi-
lowych reszt aminokwasowych, w wyniku czego tworzy wysoce uporzadkowane
struktury supramolekularne wykazujace stabilnos¢ zaréwno na czynniki fizyczne, jak
i chemiczne. Jonowe peptydy ulegajace samoorganizacji mozna podzieli¢ na kilka
podtypdéw w zaleznosci od sposobu utozenia dodatnio oraz ujemnie natadowanych
reszt aminokwasowych tworzacych hydrofilowa powierzchnie peptydu.

Przyktady pozytywnego wykorzystania zaréwno fibryli peptydowych, jak i hydrozeli,
ktore poniekad wykazujg podobienstwo do fibryli, sktonity nas do poszukiwania
nowych, stabilnych sekwencji fibrylogennych, ktére moglibysmy wykorzysta¢ jako
nosniki dla peptydéw przeciwdrobnoustrojowych. Zaprojektowalismy sekwencje,
ktore nastepnie potaczylismy z peptydem przeciwdrobnoustrojowym, dokfadnie
z fragmentem ludzkiej katelicydyny LL-37 (fragment WK13) (Wang 2008: 283; Wang
i in. 2019), w celu zwiekszenia jej stabilnosci, nie tracac przy tym potencjatu prze-
ciwdrobnoustrojowego. W kolejnym etapie przeprowadzilismy testy agregacyjne
zwykorzystaniem testu kolorymetrycznego z tioflawina T (ThT) oraz transmisyjnego
mikroskopu elektronowego (TEM). Sprawdzilismy tez stabilnos¢ otrzymanych pep-
tydéw w osoczu oraz wykonalismy testy biologiczne weryfikujace ich aktywnosc
przeciwdrobnoustrojowa.
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1. Wyniki
1.1. Projektowanie i synteza peptydow

Celem naszego projektu byto zaprojektowanie i otrzymanie sekwencji fibrylogennych,
posiadajacych silne wiasciwosci agregacyjne, oraz sekwencji hybrydowych, bedacych
pofaczeniem wspomnianych fragmentéw z peptydem przeciwdrobnoustrojowym
(rys. 1). Wszystkie sekwencje peptydowe przedstawione zostaty w tabeli 1. Pierwszy
z zaproponowanych przez nas fragmentéw fibrylogennych: 1K o sekwencji "°KLVFFA%!
jest fragmentem peptydu -amyloidowego, ktéry tworzy motyw zamka sterycznego
i posiada silng tendencje do tworzenia fibryli (Nelson i in. 2005: 435). Drugi z zapro-
ponowanych przez nas fragmentow, o nazwie 1V, jest sekwencja pochodzaca z biatka
Tau i réwniez tworzy ten sam motyw strukturalny charakteryzujacy sie silng tendencja
do fibrylizacji (Pereziin. 2007: 103). Kolejny krok badan polegat na otrzymaniu hybryd
peptydowych, czyli potaczenia peptydu 1Ki 1V z sekwencjg WK13 (tab. 1), bedacg zmo-
dyfikowanym analogiem fragmentu ludzkiej katelicydyny (LL-37) ”WKRIVQRIKDFLR?’
(Wangiin. 2019: 283) - nowe hybrydowe peptydy nazwalismy odpowiednio 3K oraz
3V. Zaproponowane zwigzki otrzymano droga syntezy na nosniku statym, zgodnie
z metodologia chemii Fmoc. Dla wszystkich pieciu peptydéw w celu ich charakte-
rystyki wykonane zostaty analizy z wykorzystaniem chromatografii cieczowej oraz
spektrometrii mas.

Peptyd o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

’#?'Q‘l Funkcjonalizacja | ‘Ms
_ (3K) KLVFFAWKRIVRRIKRWLR
- - Samoorganizujacy sie peptyd
Peptyd samoorganizujacy sie (nanofibryla) o aktywnosci
_ (3V) VQIVYKWKRIVRRIKRWLR przeciwdrobnoustrojowej
Rysunek 1. Schemat powstawania samoorganizujacych sie peptydow
przeciwdrobnoustrojowych

Fibrylizacja

Zrédto: Opracowanie whasne.
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Tabela 1. Sekwencje zaprojektowanych i otrzymanych peptydow

Masa molowa -
Nazwa . . Masa molowa
eptydu Sekwencja aminokwasowa obliczona eksperymentalna
p (rysunek 2, 3)
1K KLVFFA-NH, 722,929 723,460
3K KLVFFAWKRIVRRIKRWLR-NH, 2571,253 2570,688
1V VQIVYK-NH, 747,936 748,490
3v VQIVYKWKRIVRRIKRWLR-NH, 2596,103 2595,771
WK13 WKRIVRRIKRWLR-NH, 1865,355 1865,291
Zrédto: Opracowanie wiasne.
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Zrédto: Opracowanie whasne.

W celu sprawdzenia, czy zaprojektowane zwigzki tworza fibryle peptydowe w pierw-
szej kolejnosci wykonano podstawowe testy kolorymetryczne z tioflawing T. Barwnik
ten w pofaczeniu z fibrylami, a doktadnie strukturami (3, tworzy kompleks, ktéry
posiada charakterystyczne pasmo emisji przy okoto 482 nm (Xue i in. 2017: 4). Wszyst-
kie zwigzki inkubowano przez siedem dni w dwéch réznych buforach: a) PBS o pH 7,4
oraz b) octanie amonu pH 4,5. Nastepnie mieszaniny analizowano w obecnosci tio-
flawiny T. Nastepnie przeprowadzono proces fibrylizacji, monitorujac jego przebieg
testem kolorymetrycznym. W tescie tym jako barwnik wykorzystuje sie Tioflawiny T,
natomiast kontrola procesu przebiega na podstawie pomiaru intensywnosci fluore-
scencji barwnika. Na rysunku 4 przedstawiono zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji
tioflawiny T od czasu inkubacji dla wszystkich pieciu peptydéw. W pH obojetnym
najsilniej fibrylizuja peptydy 1K, czyli peptyd zawierajacy sekwencje KLVFFA, oraz
jego analog 3K, bedacy pofaczeniem sekwencji KLVFFA z sekwencja przeciwdrob-
noustrojowga. Natomiast drugi z zaprojektowanych zwiazkéw (1V) oraz jego analog
praktycznie nie tworzg fibryli. Podobna sytuacja wystepuje w srodowisku kwasnym,
przy czym wartosci intensywnosci fluorescencji ThT sg nieco wyzsze, co sugeruje
wieksza ilos¢ fibryli lub ich wieksze uporzadkowanie. W pH kwasnym obserwujemy
rowniez spadek wartosci w siddmym dniu inkubacji, co wynika z wytracania sie fibryli
z inkubowanych roztworéw.
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Druga metoda wykorzystang do sprawdzenia, czy zaprojektowane zwigzki tworza
uporzadkowane struktury fibrylarne byta transmisyjna mikroskopia elektronowa.
Na rysunku 5 przedstawiono uzyskane obrazy mikroskopowe dla wszystkich pieciu
peptyddédw bezposrednio po rozpuszczeniu (dzien ,0”) oraz po siedmiodniowej inku-
bacji. Dla peptydu 1K juz bezposrednio po rozpuszczeniu obserwujemy powstawanie
cienkich fibryli o srednicy 25 nm, dalsza inkubacja prowadzi do utworzenia wiekszej
ilosci fibryli. Sg one poskrecane lub potaczone (posklejane) ze soba, a dodatkowo
sg zdecydowanie dtuzsze. Peptyd 3K tworzy fibryle, niemniej nie obserwujemy ich
bezposrednio po rozpuszczeniu a dopiero po uptywie siedmiu dni inkubacji. Podob-
nie zachowujg sie dwa pozostate peptydy, czyli 1V oraz analog 3V. Przy czym pierw-
szy z nich tworzy bardzo nieregularne, posklejane ze sobag, krétkie fibryle o sred-
nicy 17 nm. Natomiast ilos¢ fibryli obserwowanych na zdjeciu zarejestrowanym dla
peptydu 3V jest niewielka, a utworzone fibryle sa bardzo cienkie (Srednica 11 nm)
i dtugie do ok. 480 nm. Dla peptydu WK13 nie obserwujemy praktycznie zadnych
uporzadkowanych struktur. Zaciemnienia na obrazach TEM sg najprawdopodobniej
pozostatoscig octanu uranylu wykorzystywanego do wybarwiania probek.
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

W kolejnym etapie badan sprawdzono stabilnos¢ wszystkich zwigzkow, aby zweryfi-
kowac, czy potaczenie sekwencji przeciwdrobnoustrojowej z fibrylogenng zwiekszy
stabilnos¢ tej pierwszej. W tym celu peptydy rozpuszczono w wodzie, a nastepnie
dodano 25% roztwér ludzkiego osocza i inkubowano w ciggu 4 godzin w tempera-
turze 37°C z jednoczesnym wytrzasaniem. Nastepnie probki analizowano za pomoca
RP-UFLC (ang. Reverse Phase - Ultra Fast Liquid Chromatography). Z uzyskanych
rezultatow (rys. 6) wynika, iz zawartos¢ procentowa peptydéw stanowiacych frag-
ment fibrylogenny (1K oraz 1V) wynosi okoto 30% w stosunku do kontroli. Procen-
towy spadek zawartosci tych peptydéw w badanych prébkach moze wynikac nie
tylko z degradacji enzymatycznej, ale réwniez z oddziatywan peptyddéw z biatkami
osocza badz ich precypitacji. Niemniej bez dodatkowych badan (np. chromatografia
powinowactwa) nie mamy co do tego catkowitej pewnosci. Zdecydowanie wieksza
stabilnoscia charakteryzuja sie potencjalne peptydy samoorganizujace sie, czyli 3V
oraz 3K, a nawet peptyd przeciwdrobnoustrojowy WK13. Przy czym stezenie tego
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ostatniego zmniejsza sie niemal o potowe w stosunku do kontroli (rys. 6). Potgczenie
sekwencji WK13 z fragmentami posiadajacymi tendencje do tworzenia fibryli wptywa
zatem na zwiekszenie stabilnosci i mniejsza podatnos¢ na degradacje enzymatyczna.
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Rysunek 6. Wykres stabilnosci peptydéw pokazujacy zaleznos¢ pomiedzy zawartoscia
procentowa peptydow w badanych prébkach od czasu oddziatywania z ludzkim
osoczem, kolejno dla 1V, 1K, 3V, 3K oraz WK13 w trakcie czterogodzinnej inkubacji

w temperaturze 37°C

Zrédto: Opracowanie wiasne.

1.5. Analiza aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

W celu sprawdzenia potencjatu przeciwdrobnoustrojowego wykonano analize aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej dla wszystkich peptydéw. W tym celu wyznaczono
wartos¢ minimalnego stezenia hamujacego (ang. minimal inhibitory concentration,
MIC) w stosunku do szczepow bakterii Escherichia coli i Staphylococcus aureus z zasto-
sowaniem procedury zalecanej przez Clinical Laboratory Standards Institute. Peptydy
rozpuszczono w wodzie w zakresie stezen od 50 do 0,39 pg/mL, stosujagc odpowiednie
rozciefczenia, a nastepnie dodawano do 96-dotkowej ptytki wysianej odpowiednimi
bakteriami. Wyniki analiz przedstawione zostaty w tabeli 2. Z uzyskanych danych
wynika, iz peptydy 1K oraz 1V nie powoduja zahamowania wzrostu ilosci obu szcze-
pow bakterii. Natomiast zaréwno peptyd 3K, jak i 3V posiadajg takie wtasciwosci przy
stezeniu odpowiednio 12,5 pg/mL dla szczepu E.coli oraz 6,25 ug/ml dla S.aureus.
Sama sekwencja przeciwdrobnoustrojowa - peptyd WK13 - powoduje zahamowanie
wzrostu E.coli przy stezeniu 6,25 ug/mL a S.aureus 3,13 ug/mL.



MIC [ug/mL]
Nr Peptyd
E.coli S.aureus

1 1K >50 >50
2 3K 12,5 6,25
3 I\ >50 >50
4 3V 12,5 6,25
5 WK13 6,25 3,13

Zrédto: Opracowanie wiasne.

Na rysunku 7 przedstawiono doktadne badania MIC w zaleznosci od stezenia dla
peptydéw wykazujacych aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa, czyli peptydéw: 3K,
3V oraz WK13 w stosunku do szczepu E. coli (rys. 7a) oraz S. aureus (rys. 7b) w czasie
24-godzinnej inkubacgji.

a) s b) 1,0 7
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Zrédto: Opracowanie wiasne.

Wszystkie pie¢ zaprojektowanych peptydéw poddano procesowi fibrylizacji, ktory
miat na celu utworzenie przez kazdy ze zwigzkéw fibryli peptydowych. Kontrola
procesu za pomoca testu kolorymetrycznego z ThT pokazata jednak, ze nie wszyst-
kie peptydy tworzyty fibryle. W zaleznosci od pH srodowiska reakcji proces zacho-
dzit z r6zna wydajnoscig. W warunkach zblizonych do fizjologicznych (pH 7,4) oraz
w buforze PBS o pH 4,5 tylko peptydy 1K i 3K tworzyty silne kompleksy z ThT, co
potwierdzaja réwniez obrazy mikroskopowe (rys. 6.). Obserwujemy na nich fibryle



peptydowe juz bezposrednio po rozpuszczeniu w przypadku 1K oraz po 7 dniach
inkubacji dla peptydu 3K. Z kolei pozostate peptydy wedtug testu z Tioflawing T
nie tworza stabilnych fibryli peptydowych. Obrazy z transmisyjnego mikroskopu
elektronowego pokazuja jednak, ze w przypadku peptydu 1V oraz 3V dochodzi
do utworzenia fibryli peptydowych. Rozbieznos¢ pomiedzy wynikami najprawdo-
podobniej wynika z faktu, iz do testéw z ThT uzyto gtdwnie supernatantu znad
wytraconych fibryli, natomiast druga z wykorzystanych technik daje nam petniejszy
obraz tego, co znajduje sie w catej mieszaninie. Obnizenie pH $rodowiska spowo-
dowato, iz proces fibrylizacji w przypadku peptydéw 1K oraz 3K zachodzit szybciej
i z lepsza wydajnoscig, co sugerujg wyzsze wartosci intensywnosci fluorescencji ThT.
Jest to zgodne z doniesieniami literaturowymi, ktére pokazuja, ze istotnie kwasne
srodowisko sprzyja procesowi zaréwno agregacji, jak i fibrylizacji. Jest to réwniez
czynnik wykorzystywany podczas projektowania nosnikéw, poniewaz zmiana pH
sSrodowiska nie tylko moze wptywac na szybkos¢ i trwatos¢ fibryli, ale réwniez od
niego zalezy proces uwalniania substancji aktywnej (Cao i in. 2017: 7; Pranantyo i in.
2019: 20; Carrataldl i in. 2020: 44).

Réwnolegle wykonywalismy testy agregacyjne, ThT oraz mikroskopowe dla samej
sekwencji aktywnej. Z otrzymanych danych wynika, ze niezmodyfikowana sekwencja
WK13 praktycznie nie wykazuje wtasciwosci fibrylogennych.

Oproécz potencjatu fibrylogennego istotnym aspektem byta odpornos¢ zaprojek-
towanych peptydéw na degradacje proteolityczna. Wykonane testy stabilnosci
w ludzkim osoczu okazaty sie nieco zaskakujace. Fibryle peptydowe, czyli w tym
przypadku peptydy 1K oraz 1V, powinny by¢ bardzo stabilne i praktycznie nie ulegac
degradacji, niemniej jednak podczas inkubacji z osoczem to dla nich obserwuje sie
najwiekszy spadek ilosciowy w stosunku do kontroli. Moze to by¢ efektem asocjacji
i oddziatywania z biatkami osocza oraz silnej precypitacji tych zwiazkéw. Odpowie-
dzig na te hipoteze bytoby wykonanie testéw powinowactwa, co jest planem dalszych
badan. Niemniej Sawicka i in. (2021) pokazuja, ze dla krétkiego fragmentu fibrylo-
gennego QAGIVV réwniez obserwowano spadek stezenia w badaniach stabilnosci,
a dodatkowo przeprowadzone testy powinowactwa pokazaty, iz fibryle rzeczywiscie
oddziatuja z biatkami osocza i dochodzi do silnej precypitacji (Sawicka i in. 2021: 22).
Przygladajac sie stabilnosci pozostatych analogéw, mozemy zauwazy¢, ze WK13
charakteryzuje sie niewielkg stabilnoscia (rys. 4), niemniej w pofaczeniu z sekwen-
cjami fibrylogennymi (analog 3K oraz 3V) uzyskujemy znaczacy wzrost stabilnosci
w ludzkim osoczu (Wang 2008: 283). Uzyskany wynik jest bardzo istotny w kontekscie
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Przeprowadzone badania pokazuja bowiem,
ze nowe hybrydowe zwigzki prowadza do zahamowania wzrostu bakterii podob-
nie jak peptyd natywny. Minimalne stezenie inhibicji jest nieco wyzsze i miesci sie
w zakresie stezen 12,5-50 ug/mL, jednak aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa jest
zasadniczo zachowana. Dla poréwnania wartosci MIC dla cyklicznego peptydu boga-
tego w reszty lizyny (K) oraz leucyny (L) i potwierdzonej skutecznosci hemolitycznej



znajduje sie w wyzszym przedziale stezen (40-75 pg/mL), ale przeciwko az 20 szcze-
pom A. baumannii (Huang i in. 2012: 33; Chen i in. 2021: 12).

Dzieki przedstawionym badaniom udato nam sie ustali¢, ze rzeczywiscie krétkie,
zaledwie szescioaminokwasowe peptydy o odpowiednio dobranej i zweryfikowane;j
sekwencji aminokwasowej moga determinowac wtasciwosci zdecydowanie dtuz-
szych zwiazkéw peptydowych. S ona na tyle znaczace, stabilne i trwate, iz warunkuja
utrzymanie witasciwosci fibrylogennych ze zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi.
Szczegdlnie jeden z zaproponowanych przez nas analogéw zastuguje na szczegdlna
uwage. Mianowicie sekwencja KLVFFA, czyli peptyd 1K, ktéry ma silng tendencje do
tworzenia fibryli, a tym samym determinuje wtasciwosci fibrylogenne peptydu 3K.
Trwate fibryle warunkujag poprawe stabilnosci i zwiekszong odpornos¢ na degradacje
enzymatyczng w stosunku do pojedynczego peptydu przeciwdrobnoustrojowego,
jakim jest fragment ludzkiej katelicydyny — WK13. Nasze badania wykazaty, iz zapro-
jektowany zwigzek 3K, ktéry posiada jednoczesnie zdolnos¢ do samoorganizacji,
mimo modyfikacji nie traci zasadniczo aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.

Synteza zostata przeprowadzona przy uzyciu automatycznego syntezatora mikro-
falowego Initiator+ Alastra (Biotage®) z przeptywem ciggtym na nosniku statym
i uzyciu w tym celu zywicy TentaGel S RAM (Rapp Polymere) o stopniu sadzenia
0,25 mmol/g zywicy. Fmoc chronione aminokwasy uzyte do syntezy zostaty zaku-
pione z firmy GL Biochem. Do reakgji sprzegania aminokwasy rozpuszczono do
stezenia 0,5 mol/dm3 w DMF (N,N,-dimetyloformamid, POCH), a jako odczynnikéw
sprzegajacych uzyto 1,0 M roztwér OxymaPure (AmBeed) oraz 0,5 M roztwér DIC
(N,N"-Diizopropylokarbodiimid, Sigma Aldrich) w DMF. Do deprotekcji wykorzystano
20% roztwoér piperydyny w DMF, natomiast do przemywania peptydylozywicy pod-
czas kolejnych etapow syntezy uzyto DMF, a w finalnym etapie réwniez DCM (chlorek
metylenu, EUROCHEM BGD Sp. z 0.0.). Odszczepianie peptydéw od nosnika statego
wykonano z jednoczesnym usunieciem oston w tancuchach bocznych poszczegdl-
nych aminokwaséw. Procedura zostata wykonana z zatozeniem, Ze na zdjecie peptydu
z 1 g zywicy potrzebne jest 10 mL roztworu sciggajacego. W tym celu przygotowano
tacznie 16 mL roztworu o podanym sktadzie: 88% TFA (kwas trifluorooctowy, Sigma
Aldrich) + 2% TIPSI (triizopropylosilan, Sigma Aldrich) + 5% fenol (Sigma Aldrich)
+ 5% woda (v:v:v:v). Poniewaz peptydy 3V, 3K oraz WK13, posiadat w swoim skta-
dzie kilka reszt arginin, proces odszczepienia peptydu od zywicy prowadzilismy



przez 4,5 godziny. Dla 1V oraz 1K proces ten trwat 2 godziny. Nastepnie roztwoér
TFA odparowano, strgcono zimnym eterem dietylowym i zliofilizowano. Oczyszcza-
nie przeprowadzono z wykorzystaniem preparatywnego systemu wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej w fazach odwréconych (RP-HPLC, Shimadzu) na kolumnie
Kromasil C8 100 A o wymiarach 250 mm x 16 mm, wielko$¢ ziarna 5 um, przy przepty-
wie 10 mL/min. i detekgji przy dtugosci fali A = 226 nm. Rozdziat chromatograficzny
prowadzono w liniowym gradiencie, dobranym w zaleznosci od charakteru peptydu.
Faze ruchoma stanowit uktad rozpuszczalnikéw: A = 0,1% TFA w wodzie (v:v) i B=80%
ACN w wodzie z 0,1% TFA (v:v). Nastepnie peptydy scharakteryzowano, wykorzystujac
RP-HPLC (Shimadzu) z kolumnga analityczna Jupiter 4 um Proteo 90 A o wymiarach
250 x 4,6 mm (Phenomenex) w gradiencie 5-100% ukfadu B przy przeptywie 1 ml/min
oraz dtugosci fali 223 nm oraz spektrometrii mas (LC-MS) ESI IT ToF (Shimadzu) na
kolumnie Kromasil C8, 5 um 100 Ao wymiarach 1 mm x 250 mm (Phenomenex),
przy dtugosci fali 223 nm w gradiencie 3-100% uktadu B przy przeptywie 1 mL/min
w czasie 30 min lub MALDI-TOF/TOF Autoflex®maX (Bruker).

Wszystkie peptydy rozpuszczono w probdéwkach typu Eppendorf w roztworach:
PBS pH 7,4 lub octanie amonu o pH 4,5 w zaleznosci od eksperymentu do steze-
nia 1,0 mg/mL. Nastepnie peptydy inkubowano w temperaturze 37°C z ciaggtym
wytrzasaniem.

Z roztworow peptydow inkubowanych w warunkach podanych w punkcie 4.2 po
uptywie 0, 1, 2, 3, 4 oraz 7 dni inkubacji pobierano po 20 pL i dodano 10 uL 1,6 mM ThT
w wodzie oraz 80 uL PBS pH 7,4 lub 80 pL octanu amonu pH 4,5 w zaleznosci od
warunkow fibrylizacji. 96-dotkowa ptytke (Costar 96 Flat Black®) inkubowano przez
1 godzine w temperaturze 37°C, a nastepnie poddawano pomiarowi intensywnosci
fluorescencji ThT w czytniku ptytek Infinite 200 Pro firmy TECAN®, wykorzystujac
pasmo wzbudzenia przy 420 nm i emisji w zakresie od 455 do 599 nm. Maksimum
emisji przy 480 nm. Inkubacje wykonano trzykrotnie, a prezentowane wyniki przed-
stawiono jako $rednig arytmetyczna z przeprowadzonych pomiaréw.

Probki peptydoéw (1 pl) o stezeniu 1 mg/ml pobranych bezposrednio po rozpusz-
czeniu w roztworze PBS o pH 74 (T = 0 dni) oraz po 7 dniach inkubacji (T = 7 dni)
natozono na siatke celulozowg (FCU300Cu, Microshop), a nastepnie wybarwiono
1,5% (v/v) wodnym roztworem octanu uranylu i analizowano w aparacie TECNAI



SPIRIT BIO TWIN FEI przy 120 kV. Zdjecia zostaty zarejestrowane na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej.

Testy stabilnosci peptydéw wykonano za pomocg dwoch procedur: a) z wykorzysta-
niem 15% kwasu trichlorooctowego (TCA) i b) mieszaniny 6 M mocznika w kwasie
mrowkowym i wodzie jako odczynnikéw strgcajacych. Procedure a) wykorzystano
dla peptydéw 1Vi 1K, procedure b) dla 3V, 3K oraz WK13. Wszystkie peptydy rozpusz-
czono w wodzie do stezenia 0,625 mg/mL, a nastepnie dodano 300 puL 25% serum
i inkubowano w termomikserze Thermomixer comfort (Eppendorf) w temperaturze
37°C z jednoczesnym wytrzasaniem (400 RPM). Po uptywie 0, 1, 2, 3, 4 godzin inku-
bacji pobierano po 100 pL inkubowanego peptydu, dodajac:

a) 25 uL 15% roztworu TCA, tak aby stezenie koricowe peptyddw wynosito 0,3125 ul/mL;
b) 25 pL mieszaniny 6 M mocznika/kwasu mrowkowego/wody (70:20:8 v:v:v).

Pobierane prébki nastepnie pozostawiano na 10 min w lodzie i wirowano przy uzyciu
wiréwki BECKMAN COULTER (Microfuge®) przy obrotach wynoszacych 14 000 RPM
w czasie 10 min. Kolejno pobrano 80 pL supernatantu i analizowano przy uzyciu
RP-UFLC (Shimadzu) na kolumnie Jupiter 4 p, 90 A o wymiarach 150 mm x 2 mm
w gradiencie 1-80% ukfadu B w 20 min dla peptydow 1V, 1K oraz 1-50% uktadu B
w 20 min dla 3V, 3K, WK13 z detekcja przy A = 223 nm. Jako kontrole stanowity roz-
twory peptydéw w wodzie bez dodatku osocza. Inkubacje wykonano trzykrotnie,
a prezentowane wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng z przeprowa-
dzonych pomiaréw. Wyniki przedstawiono jako zaleznos¢ procentowej zawartosci
badanych zwigzkéw od czasu inkubacji.

Ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzkow (peptyddw) przeprowadzono,
opierajac sie na metodzie seryjnych rozcienczen z wykorzystaniem sterylnych ptytek
96-dotkowych. Badania przeprowadzono dla wybranych referencyjnych szczepéw
bakterii Escherichia coli PCM 2057 oraz Staphylococcus aureus PCM 2054. Do badan
zastosowano pozywke Mueller-Hinton. Wptyw peptydéw w stezeniach od 0,78 do
100 pg/ml na mikroorganizmy analizowano po 24 godzinach inkubacji zwigzkow
w temperaturze 37°C z zawiesing bakterii (1075 CFU/mIl; ang. colony forming units,
CFU). llosciowa ocene witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych przeprowadzono,
wykonujac pomiar absorbancji przy dtugosci fali 600 nm z wykorzystaniem czyt-
nika mikroptytek Perkin Elmer. Jako kontrole pozytywna wykorzystano hodowle
bakteryjnag bez dodatku peptydéw, z kolei niezaszczepiong pozywke wykorzystano
jako kontrole negatywna. Wszystkie pomiary wykonano co najmniej trzykrotnie.



Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg przedstawiono jako minimalne stezenie hamu-
jace w 100% widoczny rozwoj mikroorganizméw (MIC).
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