Opornos$¢ bakterii na antybiotyki stanowi coraz bardziej rozpowszechniajacy sie problem
wspblczesnego $wiata. Pojawiajg sie kolejne szczepy wielolekooporne, ktére skutecznie hamujg
dziatania dotychczasowych substancji leczniczych. Zapadalnos¢ na infekcje i liczba zgondéw nimi
spowodowana wcigz rosnie. W zwiazku z tym, zachodzi ogromna potrzeba wprowadzenia nowych,
skutecznych terapii przeciwbakteryjnych.

Celem projektu doktorskiego byto zbadanie nowych potencjalnych strategii
przeciwbakteryjnych wykorzystujacych kwasy nukleinowe i peptydomimetyki. W rozprawie
przedstawiono trzy podejscia, ktére moga doprowadzi¢ do zahamowania wzrostu bakterii lub dotycza
transportu czasteczek do wnetrza komdrek mikroorganizmow.

Strategia pierwsza wykorzystuje rybozymy - aktywne katalitycznie enzymy RNA. W reakcji
transestryfikacji rybozymy hydrolizujg wigzania fosfodiestrowe w specyficznych miejscach
w sekwencji innych czasteczek RNA. Zaprojektowano rybozym hammerhead oddziatujacy
z informacyjnym RNA (mRNA) kodujacym sekwencje biatka przenoszacego grupy acylowe (ACP).
ACP bedace kofaktorem w biosyntezie kwasoéw tltuszczowych jest niezbedne bakterii do zycia.
Hydroliza mRNA kodujacego sekwencje biatka ACP we wilasciwym miejscu powinna doprowadzac
do zahamowania wzrostu bakterii. Zaprojektowano rybozymy o réznej diugosci ramion i in vitro
sprawdzono stabilno$¢ ich komplekséw oraz hydrolize fragmentu mRNA jako substratu. Nastepnie
sekwencje rybozymoéw zostalty umieszczone na plazmidzie i wprowadzone do komorek E. coli,
w ktérych zaobserwowano dziatanie katalityczne prowadzace do inhibicji wzrostu. Ponadto,
wykazano synergie jednego z rybozymow z antybiotykiem - tetracykling. Zaprojektowanie
i sprawdzenie rybozymu jako enzymu potencjalnie hydrolizujgcego mRNA w komérkach otwiera
droge do badania katalitycznych RNA jako zwiazkéw przeciwbakteryjnych lub jako zwigzkdw
pomocniczych.

W strategii drugiej wykorzystywano aktywne btonowo peptydy. Udowodniono, ze stabilizacja
ich struktury drugorzedowej poprawia ich oddzialywanie z btong bakterii i zwieksza ich potencjat
przeciwbakteryjny. Peptydy, m. in. anoplina, o stabych wlasnosciach przeciwbakteryjnych zostaty
zmodyfikowane za pomocy specjalnych tancuchéw weglowodorowych. Umozliwito to stabilizacje
ich helikalnej struktury aktywnej btonowo, dzieki czemu mogly efektywniej oddziatywac z blonami
komérkowymi niz peptydy niezmodyfikowane. Skutecznosé poszczegélnych peptydomimetykow
réznita sie w zaleznosci od szczepu bakterii. Szczepy Gram-ujemne wykazaly wiekszg wrazliwosé
na dziatanie peptydomimetykdéw bardziej hydrofilowych, za§ Gram-dodatnie - pochodnych
hydrofobowych. Wyniki pokazaly, ze chemiczna stabilizacja aktywnej btonowo struktury
drugorzedowej naturalnych peptydéw wielokrotnie zwieksza ich aktywnos$é¢ przeciwbakteryjna,
czesto nie powodujac jednoczesnie hemolitycznosci.

Trzecia strategia polegata na wykorzystaniu witaminy By, (cyjanokobalaminy) jako nosnika
peptydowego kwasu nukleinowego (PNA) do bakterii E. coli i okreslenia $ciezki tego transportu.
PNA to syntetyczny analog DNA, ktéry moze dziata¢ jako antysensowny oligonukleotyd. Sekwencje
PNA mogg zosta¢ zaprojektowane tak, aby wigzaty sie komplementarnie i blokowaty mRNA kluczowe
dla Zycia bakterii. Potrzebujg jednak transporteréw, gdyz wolne PNA nie jest pobierane
przez komorki. Okreslono szlak transportu koniugatow witaminy B;-PNA do bakterii E. coli.
Okazuje sie, ze PNA zwigzane z witaming B, jest transportowane poprzez te same receptory w bionie
zewnetrznej i wewnetrznej co wolna witamina B, Otwiera to droge do uzycia tego szlaku transportu
przez inne czasteczki PNA kowalencyjnie podtaczone do witaminy B,.



