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Streszczenie

Staphylococcus aureus jest jednym z najwazniejszych patogendéw bakteryjnych
cztowieka, odpowiedzialnym za zakazenia skory, tkanek migkkich, kosci, pluc oraz
zakazenia ogblnoustrojowe. Szczegdlne zagrozenie stanowig szczepy metycylinooporne
(ang. methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA), ktére wykazuja oporno$¢ na
wiele stosowanych antybiotykow. Wedtlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
oporno$¢  drobnoustrojow na  $rodki  przeciwdrobnoustrojowe nalezy do
najpowazniejszych zagrozen dla zdrowia publicznego na $wiecie. Rosnaca czgstos¢
wystepowania szczepow wielolekoopornych ogranicza skuteczno$é dostepnych terapii i
podkresla potrzebe poszukiwania nowych chemioterapeutykdw. Obiecujaca grupa
zwigzkow sa peptydomimetyki, ktore moga wykazywaé wysoka aktywnos$¢ wobec
bakterii opornych na antybiotyki.

Jednym z peptydomimetykow aktywnych wobec bakterii Gram-dodatnich, w tym
S. aureus, jest zwigzek A-20 (Cystapep 1). Opracowano go na podstawie N-koncowego
fragmentu ludzkiej cystatyny C (Argd-Leu’-Val'®-Gly'!), ktora jest biatkiem o
wlasciwos$ciach przeciwdrobnoustrojowych.

Glownym celem mojej pracy bylo zaprojektowanie, synteza oraz kompleksowa
charakterystyka nowych analogéw czasteczki Cystapep 1 (A-20) jako potencjalnej klasy
peptydomimetycznych zwiazkéw przeciwbakteryjnych aktywnych wobec szczepow
MRSA.

Cel ten obejmowat okreslenie zaleznosci pomiedzy strukturg chemiczng
peptydomimetykow, wiasciwo$ciami fizykochemicznymi 1 aktywno$cig
przeciwbakteryjng z wykorzystaniem metod chemometrycznych oraz SAR, ale takze
oceng aktywnos$ci przeciwbakteryjnej, stabilnosci i1 cytotoksycznosci otrzymanych
zwigzkow. Istotnym elementem rozprawy doktorskiej bylo roéwniez wyjasnienie
mozliwych mechanizméw dziatania wybranych peptydomimetykow wobec komorek
MRSA, w tym ocena ich wplywu na integralnos¢ blony komorkowej oraz biosynteze
makroczasteczek. Dodatkowo podjetam probe identyfikacji potencjalnych celow
molekularnych badanych zwigzkéw w komorkach MRSA poprzez analiz¢ zmian
proteomicznych.

Nowe analogi zwigzku A-20 zaprojektowatam na podstawie wczesniejszych badan

prowadzonych w Katedrze Chemii Biomedycznej oraz z wykorzystaniem metod



chemometrycznych i analizy SAR przeprowadzonej we wspotpracy z dr hab. Agnieszka
Gajewicz-Skretng z Katedry Chemii Fizycznej Wydziatlu Chemii Politechniki Gdanskie;.
Wybrane zwiagzki otrzymatam metodg syntezy klasycznej w roztworze, a nastepnie
oczyscitam 1 scharakteryzowatam. Ich aktywno$¢ przeciwbakteryjng ocenitam poprzez
wyznaczenie warto$ci MIC i MBC wobec szczepow S. aureus oraz S. pyogenes. Prawie
wszystkie otrzymane zwigzki posiadaty aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wobec
badanych szczepow. Badania stabilno$ci wykazaty, ze wybrane pochodne sg stabilne
zaro6wno w srodowisku wodnym, jak i w ludzkim osoczu.

Nastepnie ocenitam skuteczno$¢ zwigzku A-20 oraz jego wybranych pochodnych
(A-75, A-76, A-238, A-241, A-243) wobec szerszego panelu szczepow MRSA,
obejmujacego izolaty szpitalne i laboratoryjne. Badania wzrostu bakterii w obecnosci
peptydomimetykéw prowadzone metoda pomiaru gestosci optycznej (ODeoo) W czasie
potwierdzity wysoka aktywno$¢ zwigzkoéw niezaleznie od pochodzenia szczepow.

Dla zwiazku A-20 oraz jego wybranych zsyntezowanych analogow (A-75, A-76,
A-238, A-241, A-243) przeprowadzitam badania cytotoksycznosci wobec ludzkich
keratynocytdw oraz ocen¢ aktywnos$ci hemolitycznej. Analizowane peptydomimetyki nie
wykazywaty dziatania cytotoksycznego ani hemolitycznego w zakresie stezen
odpowiadajacych ich aktywnosci przeciwbakteryjne;.

Mechanizm dziatania badanych peptydomimetykéw (A-20, A-76 1 A-241) w
komorkach MRSA analizowalam poprzez ocen¢ wplywu na proces replikacji,
transkrypcji, translacji oraz integralno§¢ wewnetrznej btony cytoplazmatycznej.
Wykorzystujac radioaktywnie znakowane prekursory wykazalam hamowanie syntezy
DNA i RNA w komodrkach MRSA. Test wychwytu jodku propidyny oraz obserwacje z
wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) wskazaly na
destabilizacje btony cytoplazmatycznej. Otrzymane wyniki sugerujg ztozony mechanizm
dziatania obejmujacy zarowno oddziatywanie uzyskanych zwigzkow z btong
komorkowa, jak 1 wpltyw na procesy wewnatrzkomorkowe.

Ze wzgledu na istotng role biofilméw w patogenezie zakazen wywotywanych przez
S. aureus, ocenitam réwniez zdolno$¢ wybranych zwiazkéw (A-20, A-76 oraz A-241) do
redukcji biofilmu MRSA. Skuteczno$¢ dzialania potwierdzitam metoda oznaczania
liczby jednostek tworzacych kolonie, barwieniem fioletem krystalicznym oraz
obserwacjami przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Wszystkie

przebadane zwigzki wykazywatly zdolno$¢ do redukeji biofilmu bakteryjnego.
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W  ostatnim etapie podjetam probg identyfikacji potencjalnych celow
molekularnych badanych peptydomimetykow (A-20, A-220, A-235, A-76, A-241) z
wykorzystaniem metod PISA oraz FITExP. Pomimo zastosowania nowoczesnych
narzedzi proteomicznych jednoznaczne wskazanie celu molekularnego okazato si¢
utrudnione, co moze wynikaé ze ztozonego i1 wielokierunkowego mechanizmu dziatania
tej grupy zwiazkow.

Przeprowadzone badania poszerzaja wiedz¢ na temat peptydomimetykow jako
potencjalnych kandydatow na nowe leki przeciwbakteryjne. Otrzymane pochodne
zwigzku A-20 charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cia wobec szczepow MRSA,
korzystnym profilem bezpieczenstwa oraz wysoka stabilno$cia w warunkach
fizjologicznych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wybrane analogi zwigzku A- 20 (A-75,
A-76, A-238, A-241 oraz A-243) stanowig obiecujaca grup¢ chemioterapeutykow do

dalszych badan nad nowymi terapiami zakazen wywotywanych przez szczepy MRSA.
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Summary

Staphylococcus aureus is one of the most important human bacterial pathogens,
responsible for infections of the skin, soft tissues, bones, lungs, as well as systemic
infections. Methicillin-resistant strains (methicillin-resistant Staphylococcus aureus,
MRSA), which exhibit resistance to many commonly used antibiotics, pose a particular
threat. According to the World Health Organization (WHO), antimicrobial resistance is
among the most serious threats to global public health. The increasing prevalence of
multidrug-resistant strains limits the effectiveness of available therapies and highlights
the need to search for new chemotherapeutic agents. Peptidomimetics represent a
promising group of compounds that may exhibit high activity against antibiotic-resistant
bacteria.

One of the peptidomimetics active against Gram-positive bacteria, including
S. aureus, is compound A-20 (Cystapep 1). It was developed based on the N-terminal
fragment of human cystatin C (Arg®-Leu’-Val'®-Gly'!), a protein with antimicrobial
properties.

The main objective of my doctoral research was the design, synthesis, and
comprehensive characterization of novel analogs of the Cystapep 1 (A-20) molecule as a
potential class of peptidomimetic antibacterial compounds active against MRSA strains.

This objective included determining the relationships between the chemical
structure of peptidomimetics, their physicochemical properties, and antibacterial activity
using chemometric methods and structure-activity relationship (SAR) analysis, as well as
evaluating the antibacterial activity, stability, and cytotoxicity of the obtained compounds.
An important part of the dissertation was also investigation of the possible mechanisms
of action of selected peptidomimetics against MRSA cells, including the assessment of
their effects on cell membrane integrity and macromolecules biosynthesis. Furthermore,
potential molecular targets of the investigated compounds in MRSA cells were explored
using proteomics-based approaches.

The novel analogs of compound A-20 were designed based on previous studies
conducted at the Department of Biomedical Chemistry and with the use of chemometric
methods and SAR analysis performed in collaboration with Dr. Hab. Agnieszka
Gajewicz-Skretna from the Department of Physical Chemistry, Faculty of Chemistry,
Gdansk University of Technology. Selected compounds were synthesized using classical

solution-phase synthesis, followed by purification and characterization. Their



antibacterial activity was evaluated by determining minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) values against S. aureus and
S. pyogenes strains. Nearly all obtained compounds exhibited antimicrobial activity
against the tested strains. Stability studies demonstrated that selected derivatives were
stable both in aqueous environments and in human plasma.

The efficacy of compound A-20 and its selected derivatives (A-75, A-76, A-238,
A-241, and A-243) was further evaluated against a broader panel of MRSA strains,
including both clinical and laboratory isolates. Bacterial growth studies conducted by
measuring optical density (ODegoo) over time confirmed the high activity of these
compounds regardless of the origin of the strains.

For compound A-20 and its selected synthesized analogs (A-75, A-76, A-238,
A-241, and A-243), I performed cytotoxicity studies using human keratinocytes and
assessed their hemolytic activity. The analyzed peptidomimetics did not exhibit cytotoxic
or hemolytic effects within the concentration range corresponding to their antibacterial
activity.

The mechanism of action of the investigated peptidomimetics (A-20, A-76, and
A-241) in MRSA cells was analyzed by assessing their effects on replication,
transcription, translation, and the integrity of the inner cytoplasmic membrane. Using
radiolabeled precursors, I demonstrated the inhibition of DNA and RNA synthesis in
MRSA cells. The propidium iodide uptake assay and observations performed using
transmission electron microscopy (TEM) indicated destabilization of the cytoplasmic
membrane. The obtained results suggest a complex mechanism of action involving both
interactions of the compounds with the cell membrane and effects on intracellular
processes.

Due to the significant role of biofilms in the pathogenesis of S. aureus infections, I
also evaluated the ability of selected compounds (A-20, A-76, and A-241) to reduce
MRSA biofilms. Their efficacy was confirmed by colony-forming unit (CFU)
determination, crystal violet staining, and observations using scanning electron
microscopy (SEM). All tested compounds demonstrated the ability to reduce bacterial
biofilms.

Furthermore, potential molecular targets of the investigated peptidomimetics
(A-20, A-220, A-235, A-76, and A-241) were explored using PISA and FITExP

approaches. Despite the application of advanced proteomic tools, the identification of a
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molecular target proved challenging, which may result from the complex and
multifaceted mechanism of action of this group of compounds.

The conducted studies expand current knowledge on peptidomimetics as potential
candidates for novel antibacterial drugs. The obtained derivatives of compound A-20 are
characterized by high activity against MRSA strains, a promising safety profile, and high
stability under physiological conditions. The results demonstrate that selected analogs of
compound A-20 (A-75, A-76, A-238, A-241, and A-243) are promising candidates for

further development as antibacterial agents against MRSA infections.
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Wykaz stosowanych skrotow

4-t-Bu-Cin-OH
A. baumannii
ACN

AcOEt

AcOH

AGC

AMPs

AMR

BHI
Boc
CA-MRSA

CDC

CFU
Cin
CLSI

CPM
DAPI
DCC
DCU
DMEM
DMF
DMSO
DPBS
DTT
E. coli
EPPS
FBS
FDA

kwas 3-(4-(tert-butyl)fenylo)akrylowy

Acinetobacter baumannii

acetonitryl

octan etylu

kwas octowy

automatyczna kontrola wzmocnienienia (ang. Automatic Gain Control)
peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. Antimicrobial Peptides)
oporno$¢ drobnoustrojow na antybiotyki (ang. Antimicrobial
Resistance)

podtoze bulionowe mdzgowo-sercowe (ang. Brain Heart Infusion)
tert-butyloksykarbonyl

Staphylococcus aureus oporny na metycyling zwigzany z zakazeniami
pozaszpitalnymi (ang. Community-Associated MRSA)

Centra Kontroli i Prewencji Chordb (ang. Centers for Disease Control
and Prevention)

jednostka tworzgca koloni¢ (ang. Colony Forming Unit)

kwas trans-cynamonowy

Instytut Standardow Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and
Laboratory Standards Institute)

zliczenia na minute (ang. Counts Per Minute)
4',6-diamidyno-2-fenyloindol

N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

dicykloheksylomocznik

ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium

dimetyloformamid

dimetylosulfotlenek

ang. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline

ditioeterotiol

Escherichia coli

kwas N-(2-hydroksyetylo)piperazyno-N'-(3-propanosulfonowy)
surowica ptodowa bydleca (ang. Fetal Bovine Serum)

Agencja Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)

15



FITExP

HA-MRSA

hBD-3
HCD

Hla
HOBt
IAA

K. pneumoniae

LA-MRSA

MBC

MeOH
MIC
MRSA

MSSA

NAA

P aeruginosa
PAE

PBP

PBS

PI

PISA

PSM
PVL
R¢

Funkcjonalna identyfikacja celu zmian proteomu za pomoca proteomiki
ekspresyjnej (ang. Functional Identifiaction of Target by Expression
Proteomics)

Staphylococcus aureus oporny na metycyling zwigzany z opieka
zdrowotng (ang. Healthcare-Associated MRSA)

ludzka B-defensyna 3 (ang. human p-defensin 3)

wysokoenergetyczna dysocjacja zderzeniowa (ang. Higher-energy
Collisional Dissociation)

a-hemolizyna

hydroksybenzotriazol

jodoacetamid

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus oporny na metycyling pochodzenia zwierzecego

(ang. Livestock-Associated MRSA)

minimalne st¢zenie bakteriobojcze (ang. Minimum Bactericidal
Concentration)
metanol

minimalne st¢zenie hamujace (ang. Minimum Inhibitory Concentration)
Staphylococcus aureus oporny na metycyling (ang. Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus)

Staphylococcus aureus wrazliwy na metycyling (ang. Methicillin-
Sensitive Staphylococcus aureus)

kwas 1-naftylooctowy

Pseudomonas aeruginosa

efekt poantybiotykowy (ang. Post-Antibiotic Effect)

biatka wigzace penicyling (ang. Penicillin-Binding Proteins)
buforowany roztwor soli fosforanowe;j

jodek propidyny

Analiza integralnych zmian rozpuszczalno$ci proteomu (ang. Proteome
Integral Solubility Alteration)

fenolowo-rozpuszczalne moduliny (ang. PhenolSsoluble Modulins)
toksyna Panton-Valentine

wspotczynnik retencji
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RP-HPLC

S. aureus

S. pneumoniae
S. pyogenes
SAR

SEM

SPPS
TCA
TEA
TEAP
TEM

TFA
THF
TLC
TSST-1
VISA

VRE

VRSA

WGS
WHO

wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconych fazach
Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pyogenes

zalezno$¢ struktura aktywnos¢ (ang. Structure-Activity Relationship)
skaningowy mikroskop elektronowy (ang. Scanning Electron
Microiscope)

synteza peptydow w fazie statej, (ang. Solid-Phase Peptide Synthesis)
kwas trichlorooctwoy

trietyloamina

fosforan trietyloamoniowy

transmisyjny mikroskop elektronowy (ang. Transmission Electron
Microiscope)

kwas trifluorooctowy

tetrahydrofuran

chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin-Layer Chromatography)
toksyna zespotu wstrzgsu toksycznego

Staphylococcus — aureus $redniooporny na wankomycyne (ang.
Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus)

szczepy Enterococcus oporne na wankomycyn¢ (ang. Vancomycin
Resistant Enterococci)

Staphylococcus aureus oporny na wankomycyne (ang. Vancomycin
Resistant Staphylococcus aureus)

sekwencjonowanie catogenomowe (ang. Whole Genome Sequencing)

Swiatowa Organizacja Zdrowia, (ang. World Health Organization)

benzyloksykarbonyl
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I. Wstep literaturowy

1. Wprowadzenie

Oporno$¢ drobnoustrojow na antybiotyki (AMR, ang. Antimicrobial Resistance)
jest jednym z najwigkszych wyzwan zdrowia publicznego na §wiecie [1]. Na wzrost tego
zjawiska wptywa wiele wzajemnie powigzanych czynnikéw. Kluczowa role odgrywa
nadmierne stosowanie antybiotykow w medycynie, jak rOwniez niewlasciwe uzycie w
hodowli zwierzat. Istotne znaczenie majg ponadto czynniki spoteczne i ekonomiczne,
takie jak zbyt swobodny dostgp do chemioterapeutykow w niektorych krajach, niska
higiena, czy niewystarczajace dziatania profilaktyczne w zakresie kontroli zakazen [2].
AMR jest czesto okreslana mianem ,.,cichej pandemii” i wymaga natychmiastowej oraz
skutecznej interwencji [3]. Szacuje si¢, ze w 2019 roku liczba zgonéw na Swiecie
bezposrednio zwigzanych z tym zjawiskiem przekroczyta 1.2 miliona [4], [5]. Wedlug
WHO (Swiatowej Organizacji Zdrowia, ang. World Health Organization), jesli nie
zostang podjete skuteczne dziatania prewencyjne, liczba zgonéw spowodowanych AMR
moze wzrosnag¢ do okoto 10 miliondéw rocznie, co uczyniloby ja gtdéwna przyczyng
$mierci na §wiecie, przewyzszajaca nawet choroby nowotworowe [6].

Jednym z najgrozniejszych patogenow zwigzanych z oporno$cig na antybiotyki
jest Staphylococcus aureus, czyli gronkowiec zlocisty, a szczeg6lnie jego szczepy oporne
na metycyling, okreslane jako MRSA (ang. Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus)
[7]. Obok Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,
Acinetobacter baumannii 1 Pseudomonas aeruginosa, S. aureus zostal sklasyfikowany
przez WHO jako jeden z priorytetowych patogendéw bakteryjnych o istotnym znaczeniu
klinicznym w kontekscie narastajacej opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe oraz
potrzeby opracowywania nowych strategii terapeutycznych. [8]. Bakteria ta jest istotnym
czynnikiem etiologicznym w zakazeniach szpitalnych, ale wystepuje takze w populacji
ogolnej. MRSA wykazuje oporno$¢ na wigkszos$¢ antybiotykow B-laktamowych, w tym
penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy, co znaczaco ogranicza wybdr dostepnych
chemioterapeutykow [9], [10].

Pod wzgledem epidemiologicznym szczepy MRSA sa klasyfikowane jako:
szczepy zwigzane z opieka zdrowotng (HA-MRSA, ang. Healthcare-Associated MRSA),



zwykle wielolekooporne i czgéciej wystepujace u pacjentdw hospitalizowanych, szczepy
srodowiskowe (CA-MRSA, ang. Community-Associated MRSA) oraz szczepy
pochodzenia zwierzecego (LA-MRSA, ang. Livestock-Associated MRSA). HA-MRSA s3
najczesciej zwigzane z hospitalizacjg lub niedawnym kontaktem z placowkami ochrony
zdrowia, a izolowane szczepy zwykle wykazuja fenotyp wielolekoopornosci. Szczepy
CA-MRSA zakazaja osoby wczesniej zdrowe w warunkach pozaszpitalnych, zwykle
wykazujac mniejszy zakres opornosci na antybiotyki. Cechuja si¢ natomiast zwigkszong
wirulencjg, m.in. ze wzgledu na obecnos¢ gendw kodujacych leukocydyne Panton-
Valentine (PVL). LA-MRSA s3 zwigzane gléwnie z hodowla zwierzat gospodarskich,
zwlaszcza trzody chlewnej. Szczepy te sg znaczacym zroédtem opornosci, ktoéry moze
prowadzi¢ do kolonizacji oraz zakazen u ludzi majacych kontakt ze zwierzetami [11],
[12].

Niezaleznie od pochodzenia epidemiologicznego, wszystkie szczepy MRSA
zachowuja cechy gatunkowe Staphylococcus aureus, wynikajace z okre$lonej budowy
komorki bakteryjne;j. S. aureus jest Gram-dodatnig bakteria o kulistym ksztatcie komorki,
niewytwarzajaca przetrwalnikow. Jedng z charakterystycznych cech tego gatunku jest
dodatnia reakcja koagulazowa, zwigzana z wytwarzaniem koagulazy, czyli enzymu
indukujacego krzepnigcie fibrynogenu osocza, co sprzyja ochronie bakterii przed
mechanizmami odpowiedzi immunologicznej gospodarza [13], [14], [15].

Istotnym elementem wirulencji S. aureus jest zdolno$¢ tej bakterii do wytwarzania
licznych czynnikow toksycznych. Nalezg do nich egzotoksyny, ktére mozna podzieli¢ na
cytotoksyny oraz toksyny o aktywnosci superantygenowej, odgrywajace kluczowa role
w patogenezie zakazen. Do najwazniejszych cytotoksyn tej bakterii nalezag hemolizyny
(a, B, y oraz 9), ktore wykazuja aktywnos$¢ cytolityczng, m.in. wobec erytrocytow [16],
[17]. Sposrod cytotoksyn najlepiej scharakteryzowana jest a-hemolizyna (Hla). Jest ona
zdolna do tworzenia poréw w blonach komorkowych erytrocytow, komorek
nabtonkowych i1 komorek uktadu odpornosciowego, prowadzac do ich lizy oraz indukcji
odpowiedzi zapalnej. a-Toksyna jest wydzielana przez S. aureus w postaci
rozpuszczalnego w wodzie monomeru, ktory moze wigza¢ si¢ z btong komodrkowa
gospodarza 1 moze oligomeryzowa¢ do struktury heptamerowej. Proces ten zachodzi na
powierzchni komoérek gospodarza 1 prowadzi do wytworzenia amfipatycznego poru o
$rednicy 1-3 nm, ktéry perforuje eukariotyczng dwuwarstwe lipidowa. Powstaty por
umozliwia przeptyw jonéw Ca**, K*, ATP oraz niskoczasteczkowych zwigzkéw o masie

1-4 kDa przez utworzony kanat [17], [18], [19].
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Dziatanie fB-hemolizyny (sfingomielinazy C) polega na enzymatycznym
uszkadzaniu bton komoérkowych bogatych w sfingomieling [20]. Hemolizyna y nalezy do
grupy dwusktadnikowych toksyn wytwarzanych przez S. aureus i sktada si¢ z dwoch
komponentow, okreslanych jako komponent S (biatka: HlgA, HlgC, LukS-PV) oraz
komponent F (biatka: HlgB, LukF-PV). Ze wzgledu na obecno$¢ trzech roéznych
podjednostek typu S oraz dwoch podjednostek typu F mozliwe jest wystgpowanie szesciu
roznych wariantow toksyny vy. Dziatanie tej toksyny prowadzi do lizy neutrofili i
makrofagdw, a w konsekwencji do uposledzenia fagocytozy oraz wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej [19], [21]. Podobng budowe posiada réwniez leukotoksyna PVL, ktora
jest obecna u prawie 50% szczepow S. aureus zwigzanych z pozaszpitalnym zapaleniem
phuc [22].

Toksyna o, w odroznieniu do opisanych wyzej hemolizyn, jest krotkim,
amfipatycznym peptydem, nalezacym do rodziny fenolowo-rozpuszczalnych modulin.
Oddzialuje z lipidami bton komérkowych, destabilizujac ich strukture w sposob zblizony
do dziatania detergentow. 6-Hemolizyna przyczynia si¢ do rozwoju atopowego zapalenia
skory poprzez indukowanie degranulacji komorek tucznych oraz nasilanie reakcji
zapalnej [17], [19], [23]. Toksyny o aktywnosci superantygenowej (np. enterotoksyny A
1 B oraz toksyna zespotu wstrzasu toksycznego TSST-1) sg rowniez waznym elementem
wirulencji bakterii S. aureus. Toksyny te charakteryzuja si¢ zdolno$cia do jednoczesnego
wigzania czasteczek gloéwnego uktadu zgodno$ci tkankowej klasy II na komdrkach
prezentujacych antygen oraz receptorow limfocytow T, z pominigciem klasycznego
przetwarzania antygenu. Skutkuje to masywna, nieswoistg aktywacjg limfocytéw T oraz
gwattownym uwalnianiem cytokin prozapalnych, prowadzacym do objawow
ogolnoustrojowych, takich jak goraczka, hipotensja i niewydolno$¢ wielonarzadowa.
Enterotoksyny gronkowcowe cechuja si¢ termostabilnoscig i odpornoscia na enzymy
trawienne, co czyni je gtdwng przyczyng zatru¢ pokarmowych [17], [24], [25].

Waznym elementem biologii S. aureus jest jego zdolno$¢ do kolonizacji
organizmu czlowieka. Bakteria ta jest patogenem powszechnie wystepujacym w
srodowisku oraz na powierzchni ciata cztowieka, gdzie moze bytowaé jako sktadnik
naturalnej mikrobioty. Najczgstszym miejscem kolonizacji jest przedsionek nosa, ktory
stanowi gtowne zrddlo rozprzestrzeniania si¢ tego patogenu [26]. S. aureus wykazuje
zdolno$¢ do adhezji do komorek nabtonka nosa, dzigki réznorodnym biatkom

powierzchniowym oraz innym komponentom komoérkowym, co sprzyja przeksztatceniu
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przejsciowej kolonizacji w stan trwatego nosicielstwa [27], [28]. Szacuje sig¢, ze S. aureus
wystepuje u 20%—-80% populacji ludzkiej [29].

Zakazenia wywotane przez ten patogen obejmuja giéwnie infekcje skory i tkanek
miegkkich. S. aureus powoduje czyraki, liszajce, ropnie, zapalenie mieszkow wltosowych
oraz zakazenia ran pooperacyjnych. Zmiany te majg zwykle charakter ropny, moga by¢
bolesne i nawracajace, co jest bardzo ucigzliwe dla chorego. Oprécz zakazen
powierzchownych szczepy MRSA mogg rowniez powodowac ciezkie infekcje uktadu
oddechowego (w tym zapalenie ptuc) [30], a takze liczne zakazenia uktadu kostno-
stawowego, w tym zapalenie kosci i szpiku, zapalenie stawéw oraz zakazenia protez
ortopedycznych. Patogen ten jest rOwniez czesta przyczyng sepsy, ktora prowadzi do
rozsiewu zakazenia do narzadoéw oraz do zapalenia wsierdzia [31], [32]. Tak szerokie
spektrum kliniczne wynika z wysokiej zdolnosci S. aureus do kolonizacji réznych tkanek,
wytwarzania toksyn oraz nabywania gendéw opornosci, ktoére utrudniaja skuteczne
leczenie i moga wydluza¢ czas hospitalizacji. W 2019 roku S. aureus byt powigzany z
blisko 3 milionami zgondéw na S$wiecie, z czego szczepy MRSA odpowiadaty
bezposrednio za ponad 100 tysiecy przypadkéw $mierci [4]. Pomimo wielu dziatan
profilaktycznych, MRSA pozostaje jednym z najpowazniejszych patogendow

wspotczesnej medycyny i stanowi istotne wyzwanie terapeutyczne.

2. ZwiazKki przeciwbakteryjne stosowane i rozwijane w terapii zakazen

MRSA

Odkrycie antybiotykdw zapoczatkowato nowa er¢ w historii medycyny, catkowicie
zmieniajac sposob leczenia chordb zakaznych. Przed ich wynalezieniem 1
wprowadzeniem do praktyki klinicznej, $miertelno$¢ spowodowana zakazeniami
bakteryjnymi byta niezwykle wysoka [33], [34]. W 1928 roku Alexander Fleming
zaobserwowat zjawisko hamowania wzrostu bakterii S. aureus przez plesh Penicillium
notatum, co doprowadzilo do odkrycia pierwszego antybiotyku — penicyliny [35].
Przetom ten, wraz z rozwojem farmakoterapii przeciwbakteryjnej, stat si¢ impulsem do
poszukiwania 1 wdrazania kolejnych lekéw przeciwdrobnoustrojowych, obejmujacych
zarOwno antybiotyki, takie jak aminoglikozydy i lipopeptydy, jak réwniez syntetyczne
chemioterapeutyki przeciwbakteryjne, w tym sulfonamidy [33], [34], [36].

Wprowadzenie penicyliny do praktyki klinicznej w latach 40. XX wieku

zrewolucjonizowato terapi¢ zakazen bakteryjnych, drastycznie obnizajac $miertelnos¢ z
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powodu sepsy i zapalen ptuc podczas II wojny $§wiatowe]j [37]. Antybiotyki staly si¢
jednym z najwigkszych osiaggnie¢ medycyny XX wieku, przyczyniajac si¢ do wydtuzenia
sredniej dtugosci zycia i znaczacej poprawy zdrowia publicznego.

Zastosowanie antybiotykow umozliwilo roéwniez rozwoj wspotczesnych
technologii medycznych, pozwalajac na skuteczne zapobieganie zakazeniom u pacjentow
poddawanych chemioterapii oraz zabiegom chirurgicznym. Pomimo ogromnych korzysci
plynacych z terapii antybiotykowej, juz sam Fleming przestrzegat przed
niekontrolowanym stosowaniem tych lekow, poniewaz moze prowadzi¢ do rozwoju
opornosci [38].

W kolejnych dekadach coraz wigcej bakterii nabywato oporno$¢ na roézne klasy
antybiotykow, co doprowadzito do intensyfikacji badan nad alternatywnymi metodami
leczenia. Obecnie istnieje kilka obiecujacych metod terapeutycznych, do ktorych naleza:
terapia fagowa [39], immunoterapia [40] oraz szczepionki przeciwbakteryjne [41].
Pomimo rozwini¢cia nowych strategii, antybiotyki pozostaja podstawowym i najczesciej

stosowanym narzedziem w leczeniu zakazen bakteryjnych.

2.1. Antybiotyki

W ujeciu klasycznym antybiotyki definiuje si¢ jako substancje pochodzenia
biologicznego, wytwarzane przez mikroorganizmy i zdolne do hamowania wzrostu lub
niszczenia innych mikroorganizmow. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w praktyce klinicznej
termin ,antybiotyk” bywa stosowany szerzej] 1 czg¢sto odnosi si¢ do lekow
przeciwbakteryjnych niezaleznie od ich pochodzenia, obejmujac zarowno zwigzki
naturalne, potsyntetyczne, jak i syntetyczne. W celu uniknigcia niejednoznacznos$ci
terminologicznej w niniejszej pracy zastosowalam szersze okreslenie leki

przeciwbakteryjne” lub ,,leki przeciwdrobnoustrojowe”.

2.1.1. Wankomycyna

Wankomycyna jest jednym z najwazniejszych antybiotykdw stosowanych w terapii
zakazen wywotanych przez bakterie Gram-dodatnie, szczeg6lnie przez bakterie z rodzaju
Staphylococcus, Streptococcus oraz Enterococcus, w tym szczepy wielolekooporne, takie
jak MRSA. Stezenie wankomycyny wymagane do zahamowania wzrostu wigkszo$ci
szczepow S. aureus zazwyczaj miesci si¢ w zakresie od 0,5 do 2 pg/ml [42]. Zwigzek ten
jest glikopeptydem (Rysunek 1) i zostat wyizolowany z bakterii Amycolatopsis orientalis

[43].
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Mechanizm dzialania wankomycyny polega na hamowaniu syntezy S$ciany
komorkowej bakterii poprzez wigzanie si¢ z kluczowym substratem dla tego procesu —
koncowym fragmentem D-alanylo—D-alaniny nieusieciowanego lipidu II, ktéry jest
prekursorem w procesie biosyntezy peptydoglikanu [44]. Wigzanie to blokuje aktywnos$¢
enzymow odpowiedzialnych za transglikozylacje, co uniemozliwia polimeryzacje
peptydoglikanu 1 prowadzi do destabilizacji struktury $ciany komoérkowej. W
konsekwencji dochodzi do zaburzenia biosyntezy $ciany komoérkowej, ostabienia jej
integralnos$ci oraz zwigkszenia podatnosci komoérki na dziatanie ci§nienia osmotycznego,

co ostatecznie prowadzi do $§mierci komorki bakteryjnej.[44].

H&©

Rysunek 1. Struktura wankomycyny (opracowano na podstawie [43]).

W przeciwienstwie do antybiotykow B-laktamowych, ktérych mechanizm polega
na oddziatywaniu bezposrednio z enzymami biorgcymi udzial w biosyntezie $ciany
komorkowej [45], wankomycyna tworzy kompleksy z prekursorami peptydoglikanu. Jej
aktywnos$¢ nie zalezy od powinowactwa do enzymu docelowego, ale od specyficznosci
substratowej enzymow, ktore determinuja strukture tych prekursoréw [46]. Dlatego
poczatkowo przewidywano, ze opornos¢ na glikopeptydy nigdy sie nie pojawi ze wzgledu
na ich specyficzny mechanizm dziatania. Jednak pomimo swojej skuteczno$ci, w
ostatnich dekadach odnotowano pojawienie si¢ szczepéw opornych na wankomycyng.
Wyréznia si¢ szczepy okreslane jako VISA (ang. Vancomycin-Intermediate

Staphylococcus aureus), wykazujace podwyzszone wartosci MIC wankomycyny wobec
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MRSA oraz VRSA (ang. Vancomycin Resistant Staphylococcus aureus) dla ktorych
warto$ci MIC wynosza > 16 ng/ml [47].

Jak do tej pory, opornos¢ na ten antybiotyk zostala opisana najlepiej u
enterokokow. Mechanizm ten polega na modyfikacji koncowego fragmentu prekursora
peptydoglikanu, ktéory w warunkach prawidtlowych ma postaé wyzej wspomnianego
dipeptydu D-Ala—D—Ala, do ktérego wigze si¢ wankomycyna. W szczepach opornych
dochodzi jednak do zmiany tego fragmentu. Reakcje te katalizuje ligaza kodowana przez
geny nalezace do operondw opornosci typu Van [46], [48]. Zmiana ta znaczaco zmniejsza
powinowactwo antybiotyku do miejsca wigzania, przez co lek nie jest w stanie skutecznie
zahamowa¢ syntezy peptydoglikanu. Do najlepiej opisanych typow opornosci naleza
uklady: VanA, VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL, VanM oraz VanN, ktore
odpowiadajg operonom zawierajacym geny kodujace enzymy uczestniczace w syntezie
zmodyfikowanego prekursora $ciany komorkowej oraz eliminacji prawidlowego
dipeptydu D-Ala—D-Ala. W przypadku S. aureus oporno$¢ na wysokie stezenia
glikopeptydow wystepuje bardzo rzadko i1 jest wowczas uwarunkowana obecno$cig
operonu vanA, przenoszonego na ruchomym elemencie genetycznym Tnl546,
pochodzacego od szczepdw Enterococcus opornych na wankomycyng — VRE (ang.
Vancomycin Resistant Enterococci) [49]. W warunkach fizjologicznych wankomycyna
wykazuje wysokie powinowactwo do peptydu o sekwencji D—Ala—D-Ala. Sekwencja ta
jest stabilizowana przez sie¢ pigciu wigzan wodorowych pomigdzy grupami amidowymi
dipeptydu a resztami aminokwasowymi antybiotyku (Rysunek 2). Zastapienie koncowe;j
reszty D—alaniny przez D-mleczan, katalizowane przez ligaz¢ VanA, prowadzi do
powstania dipeptydu D—Ala—D-Lac, w ktérym jedno z wigzan amidowych zostaje
zastgpione wigzaniem estrowym. Ta pozornie niewielka modyfikacja powoduje utrate
kluczowego wigzania wodorowego, poniewaz zastgpienie wigzania amidowego
wigzaniem estrowym powoduje utrate donora protonu, niezb¢dnego do utworzenia
jednego z wigzan wodorowych oraz wprowadza niekorzystne oddzialywania
elektrostatyczne pomiedzy atomami tlenu. Skutkuje to obnizeniem powinowactwa
wankomycyny do miejsca wigzania nawet 1000-krotnie [46], [50], [51], [52]. Wiekszos¢
szczepow VRSA posiada plazmidowe kopie Tn1546 przejete od VRE, wigc kluczowym
czynnikiem sprzyjajagcym pojawianiu si¢ VRSA jest wystepowanie zakazen mieszanych

MRSA i VRE w $rodowisku szpitalnym [47].
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Rysunek 2. Struktura krystaliczna kompleksu wankomycyny z peptydem o sekwencji
Ac—Lys(Ac)-D—Ala—D—Ala, bedacym fragmentem peptydoglikanu [49].

Leczenie zakazen wywotanych przez VISA oraz VRSA wymaga stosowania
alternatywnych antybiotykow, takich jak daptomycyna czy linezolid [53]. Z tego wzgledu
rozwoj i rozprzestrzenianie si¢ opornos$ci na wankomycyne jest monitorowany globalnie
przez organizacje zdrowia publicznego, w tym WHO i CDC (Centra Kontroli i Prewencji
Choroéb, ang. Centers for Disease Control and Prevention). Wankomycyna pozostaje przy
tym jednym z kluczowych lekow ,,ostatniej szansy” w terapii zakazen wywotanych przez
bakterie Gram-dodatnie. Wynika to nie tylko z jej istotnej roli terapeutycznej w leczeniu
cigzkich zakazen wywotlanych przez wielolekooporne bakterie Gram-dodatnie, ale
rébwniez z koniecznos$ci racjonalnego ograniczania jej stosowania. Naduzywanie
wankomycyny sprzyja selekcji szczepéw opornych, w tym VISA i VRSA, a sam lek
wigze si¢ z ryzykiem wystgpienia istotnych dziatan niepozadanych, takich jak
nefrotoksycznos$¢. Z tych wzgledéw wankomycyna jest obecnie zarezerwowana giéwnie
do leczenia zakazen cigzkich lub opornych na inne antybiotyki, a jej stosowanie podlega

$cistym zasadom antybiotykoterapii celowanej [54], [55].

2.1.1. Daptomycyna

Daptomycyna jest cyklicznym antybiotykiem lipopeptydowym (Rysunek 3),
produkowanym przez bakteri¢ Streptomyces roseosporus [56]. Zwigzek ten zostat
zatwierdzony przez FDA (Agencja Zywno$ci i Lekéw, ang. Food and Drug
Administration) w 2003 roku do leczenia zakazen skory i tkanek migkkich, infekcyjnego
zapalenia wsierdzia oraz bakteriemii zwigzanej z tymi zakazeniami [57], [58], [59].
Daptomycyna wykazuje bakteriobdjcza aktywnos$¢ wobec szerokiego spektrum bakterii

Gram-dodatnich, w tym szczepéw wielolekoopornych, dla ktorych istniejg ograniczone
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mozliwo$ci terapeutyczne, w tym MRSA oraz VRE [56], [60]. Wartos¢ MIC
daptomycyny dla szczepdéw wrazliwych na antybiotyki jest zazwyczaj czterokrotnie
nizsza w porownaniu do wankomycyny. Warto podkresli¢, ze daptomycyna wykazuje
efekt poantybiotykowy (PAE, ang. post-antibiotic effect), w ktérym bakterie wykazujg
zwickszong wrazliwo$¢ na antybiotyk po wczesniejszej ekspozycji na nizsze niz
terapeutyczne stezenia tego leku. Dodatkowo, daptomycyna wydtuza czas potrzebny
bakteriom do ponownego rozpoczecia wzrostu po zakonczeniu ekspozycji na lek, przy
czym efekt ten jest silniejszy przy wyzszych st¢zeniach tego antybiotyku. Efekty PAE
trwajace od 1 do 6 godzin obserwowano wobec E. faecalis 1 S. aureus po ekspozycji na

stezenia daptomycyny w zakresie od 0,25 do 16 pg/ml [60].

Rysunek 3. Struktura daptomycyny (opracowano na podstawie [59]).

Mechanizm dziatania daptomycyny nie zostat jeszcze w pelni poznany. Wiadomo
jednak, ze antybiotyk ten wbudowuje si¢ w btong¢ cytoplazmatyczna w sposéb zalezny od
jonodw wapnia (Ca*"), prowadzac do jej depolaryzacji. Efekt ten nie jest zwigzany z lizg
komorki ani tworzeniem duzych poréw w blonie, lecz wynika z powstawania oligomerow
1 kompleksow zaburzajacych jej integralno$§¢ oraz przepuszczalnos¢. Proces ten
powoduje utrate sktadnikow wewnatrzkomorkowych, np. takich jak K™ (Rysunek 4).
Ponadto sugeruje si¢, ze daptomycyna moze réwniez hamowac synteze peptydoglikanu
1/lub kwasu lipotejchojowego [59], [61].

Ze wzgledu na ten unikalny mechanizm dziatania daptomycyny, nie obserwuje si¢
typowej lub szerokiej krzyzowej oporno$ci z wigkszoscig klasycznych antybiotykow, co

czyni ja wazng opcja w terapii cig¢zkich zakazen wywotanych przez MRSA lub VRE. W
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ostatnich latach prowadzone s3 intensywne badania nad terapiami skojarzonymi z
udziatem tego antybiotyku, ktérych wyniki moga poszerzy¢ spektrum dziatania i

ograniczy¢ ryzyko rozwoju opornosci [59], [62].

Oligomeryzacja

Whudowanie w i zaburzenie

btone integralnosci

[Przestrzen’ ]
—_—
—

zewnatrzkomdrkowa

Przestrzen
wewngtrzkomorkowa

[Koma'rka bakterii Gram-dodatnief ] @ @

Rysunek 4. Schemat mechanizmu dziatania daptomycyny (opracowano w BioRender na
podstawie [63]).

2.1.2. Linezolid

Linezolid jest syntetycznym antybiotykiem nalezacym do klasy oksazolidynonow
(Rysunek 5), wprowadzonym do lecznictwa po zatwierdzeniu przez FDA w 2000 roku
[64] jako odpowiedZ na narastajaca oporno$¢ patogenéw Gram-dodatnich na tradycyjne
antybiotyki. Wykazuje aktywno$¢ wobec tlenowych bakterii Gram-dodatnich, w tym
szczepOw MRSA, VRSA, VRE [65].

Mechanizm dzialania linezolidu wyrdznia si¢ sposrod innych antybiotykéw. W
przypadku S. aureus linezolid wiaze si¢ z podjednostka S0S rybosomu i blokuje tworzenie
kompleksu inicjacyjnego 70S, co prowadzi do zahamowania procesu inicjacji translacji.
W konsekwencji zahamowaniu ulega pierwszy etap syntezy biatka, jeszcze przed

elongacja tancucha polipeptydowego [66].
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Rysunek 5. Struktura linezolidu (opracowano na podstawie [66]).

Dziatanie linezolidu ma charakter gtéwnie bakteriostatyczny wobec gronkowcow
i enterokokow, cho¢ w przypadku niektérych paciorkowcow moze wykazywaé
aktywno$¢ bakteriobdjcza. Kliniczna skuteczno$¢ linezolidu, w polaczeniu z dobra
biodostgpnosciag po podaniu doustnym, czyni go waznym elementem terapii ci¢zkich
zakazen wywotanych przez wielolekooporne bakterie Gram-dodatnie. Jego stosowanie
powinno jednak by¢ ograniczone do uzasadnionych przypadkoéw ze wzgledu na ryzyko

dzialan niepozadanych, takich jak mielosupresja czy neuropatie [67], [68], [69].

2.1.3. Dalbawancyna

Pojawienie si¢ szczepoOw opornych na wankomycyne przyczynito sie do
intensyfikacji poszukiwan alternatywnych antybiotykow. Przyktadem takiej substancji
jest dalbawancyna, ktora zostata zatwierdzona do uzytku przez FDA w 2014 roku i jest
stosowana do leczenia cigzkich infekcji wywotanych przez bakterie Gram-dodatnie,
gldwnie tych zwigzanych z powiktanymi zakazeniami skory i tkanek migkkich [70].

Mechanizm dziatania dalbawancyny jest podobny do mechanizmu dziatania
wankomycyny, jednak jej struktura obejmuje dodatkowa lipofilowa reszt¢ boczna,
umozliwiajaca zakotwiczenie czasteczki w btonie bakterii (Rysunek 6). Obecno$¢ tej
grupy zwieksza powinowactwo do miejsca docelowego i wzmacnia efekt bakteriobdjczy.
W konsekwencji antybiotyk ten wykazuje wyzsza aktywno$¢ wobec MRSA niz

wankomycyna [71].
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Rysunek 6. Struktura dalbawancyny z zaznaczona kolorem niebieskim lipofilowg reszta
(opracowano na podstawie [72]).

Kolejnym waznym atutem jest bardzo dtugi okres pottrwania, wynoszacy okoto
dwoéch tygodni. Dzigki temu stezenia terapeutyczne moga by¢ utrzymywane w
organizmie nawet przez tydzien. Umozliwia to rzadsze dawkowanie, co jest istotng zaleta
kliniczna, szczegolnie w terapii pacjentow z przewlektymi lub nawrotowymi zakazeniami
skory [73].

W poréwnaniu z wankomycyng, dalbawancyna wykazuje korzystny profil
bezpieczenstwa. W badaniach klinicznych czestos¢ ciezkich skutkow ubocznych byta
podobna lub nizsza niz w grupach leczonych standardowa terapia oparta na
wankomycynie, przy jednocze$nie istotnie mniejszym ryzyku nefrotoksycznos$ci, ktora

stanowi jedno z gldwnych ograniczen stosowania wankomycyny [74], [75].

2.1.4. Oritawancyna

Kolejnym antybiotykiem glikopeptydowym jest oritawancyna. Jej mechanizm
dziatania jest wielokierunkowy i polega na hamowaniu syntezy $ciany komorkowej. W
przeciwienstwie do wielu innych glikopeptydow, wykazuje zdolno$¢ wigzania si¢ nie
tylko z fragmentem D—Ala—D—Ala, lecz takze z fragmentem D—Ala—D—Lac, co umozliwia
jej hamowanie syntezy peptydoglikanu drobnoustrojéw wykazujacych opornosé typu

VanA (szczepy VRSA) [76], [77]. Oritawancyna w swojej strukturze posiada podstawnik
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p-chlorofenylo-benzylowy (Rysunek 7), ktéry oddziatuje z btong komorkowa bakterii,
wywotujac dwa efekty. Po pierwsze, umozliwia utrzymywanie czasteczki antybiotyku w
optymalnym potozeniu dla oddziatywania z peptydoglikanem, zwickszajac skutecznos$c
blokady transglikozylacji i transpeptydacji. Po drugie, nadaje oritawancynie zdolno$¢ do
zaburzania potencjatu btony komoérkowej. Potwierdzono rowniez dodatkowa aktywno$¢

tego antybiotyku, polegajaca na hamowaniu syntezy RNA [77], [78].

Rysunek 7. Struktura oritawancyny z zaznaczonym na niebiesko podstawnikiem
p-chlorofenylo-benzylowym (opracowano na podstawie [76]).

2.2. Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs)

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMPs, ang. Antimicrobial Peptides) odgrywaja
kluczowa role we wrodzonej odporno$ci immunologicznej gospodarza wobec szerokiego
spektrum mikroorganizmoéw, obejmujacego bakterie, grzyby, pasozyty i wirusy [79]. W
niniejszej pracy, termin AMPs bedzie stosowany w odniesieniu do peptydow o
aktywnosci przeciwbakteryjnej .

Leczenie infekcji bakteryjnych przez dilugi czas opieralo si¢ gltéwnie na
stosowaniu antybiotykow. Ze wzgledu na rosngcg opornos¢ mikroorganizmow na te
zwiazki, zaczeto zwraca¢ wiekszg uwage na peptydy przeciwdrobnoustrojowe AMPs,
ktére w przeciwienstwie do klasycznych antybiotykow, czesto dziataja na wiele celow
molekularnych zlokalizowanych zar6wno w btonie komodrkowej patogendw, jak i
wewnatrz komorek, a ponadto cechuja si¢ silng aktywno$cia wobec szczepow

lekoopornych [80], [81]. Mechanizmy dziatania oraz cele molekularne AMPs sg
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zrdznicowane, jednak najcze$ciej opisywanym mechanizmem jest zaburzenie
integralno$ci blony komorkowej. Wynika ono z roznic tadunku pomigdzy ujemnie
natadowanymi sktadnikami powierzchni komorek bakteryjnych a dodatnio
natadowanymi strukturami AMPs [82]. W modelu ,barrel-stave” (Rysunek 8 — A)
peptydy oligomeryzuja w blonie, tworzac stabilne, transbtonowe pory wysScielane
czasteczkami peptydu, natomiast w mechanizmie poréw toroidalnych (ang. toroidal-
pore, Rysunek 8 — C) dochodzi do jednoczesnego wbudowania si¢ peptydow 1 lipidow w
strukture¢ poru. Z kolei w modelu ,,carpet” (Rysunek 8 — B) AMPs pokrywaja
powierzchni¢ blony, powodujac jej destabilizacje i rozpad w sposdb przypominajacy
dziatanie detergentow. Skutkiem tych procesow jest depolaryzacja btony, utrata jondéw i
metabolitow oraz zaburzenie homeostazy komorkowej, co powoduje $mier¢ komorki
bakteryjnej [82], [83].
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Rysunek 8. Schematyczne przedstawienie wybranych mechanizméw dziatania peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (AMPs) oddzialujacych z blong komérkowa; (A) przedstawia
model ,,barrel-stave”, (B) model porow toroidalnych, (C) model ,,carpet” [82].

Na uwage zasluguje rowniez ekologiczny aspekt AMPs, ktory daje im przewage
nad tradycyjnymi zwigzkami przeciwbakteryjnymi, ze wzglgdu na ich
biodegradowalnos$¢ (Rysunek 9). Cecha ta wigze si¢ z ograniczeniem zanieczyszczania
srodowiska, poniewaz peptydy te ulegaja rozktadowi do nietoksycznych produktow [79],
[84], [85]. W zwiagzku z tym AMPs sa bardziej zgodne z zatozeniami ,,zielonych
technologii oraz strategii minimalizacji odpadow”. Ma to szczegdlne znaczenie w
kontekscie narastajgcego problemu opornosci bakteryjnej, poniewaz pozostatosci
tradycyjnych antybiotykow obecne w srodowisku mogg sprzyjac rozprzestrzenianiu si¢
szczepow lekoopornych, zwlaszcza w rolnictwie oraz hodowli zwierzat.
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Pomimo licznych zalet, AMPs wykazuja rowniez ograniczenia i posiadaja wady,
typowe dla wigkszosci zwigzkow o dziataniu farmakologicznym. Aktywno$¢ tych
zwiagzkow czesto ulega ostabieniu w warunkach in vivo (w poréwnaniu do wlasciwosci
in vitro), m.in. ze wzgledu na fizjologiczne stezenia jonow, podatnosci na degradacje
przez proteazy oraz wigzania z biatkami surowicy [86]. Ponadto AMPs moga by¢
cytotoksyczne lub powodowaé¢ hemoliz¢ w stezeniach terapeutycznych, co jest zwigzane
z ich dodatnim tadunkiem 1 zdolnos$cig do tworzenia porow w btonach erytrocytow [79],
[82].

Kolejnym ograniczeniem zwigzanym z praktycznym wykorzystaniem AMPs jest
ich produkcja, ktora moze stanowi¢ wyzwanie z punktu widzenia zasad zielonej chemii.
Konwencjonalna synteza peptydow, zwlaszcza synteza w fazie statej (SPPS, ang. Solid-
Phase Peptide Synthesis), czg¢sto wymaga uzycia duzych iloSci toksycznych
rozpuszczalnikéw oraz odczynnikow, co obecnie jest niepozadane w kontekscie ochrony
srodowiska. W przeciwienstwie do wielu klasycznych antybiotykow, takich jak niektore
B-laktamy czy makrolidy, ktére moga by¢ otrzymywane w  procesach
biotechnologicznych z wykorzystaniem odpowiednio dobranych lub zmodyfikowanych
szczepdw mikroorganizmoéw, AMPs sa czesto otrzymywane metodami chemicznymi,
gléwnie na etapie badan laboratoryjnych i optymalizacji struktury. Alternatywe dla
syntezy chemicznej stanowig jednak systemy ekspresji rekombinowanej [87], ktore sa
rozwijane w celu zwigkszenia wydajnosci 1 obnizenia kosztow produkcji tych peptydow.
Postepy w syntezie peptydéw doprowadzity rowniez do opracowania nowych strategii
minimalizujacych negatywny wplyw na srodowisko, takich jak stosowanie bardziej
przyjaznych rozpuszczalnikow, ograniczanie etapow plukania oraz optymalizacja

warunkow syntezy [79].
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Rysunek 9. Poréwnanie degradacji AMPs w $rodowisku do klasycznych antybiotykow
(opracowano na podstawie [79] w BioRender).

Pomimo istniejacych ograniczen, cze§¢ AMPs oraz inne zwiazki peptydowe o
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zostaly zatwierdzone przez FDA (np. Polimyksyna
B [88]), a kolejne znajduja si¢ na réznych etapach badan klinicznych. AMPs uznawane
sg obecnie za obiecujaca alternatywe lub uzupetnienie klasycznych antybiotykéw oraz

jeden z kluczowych kierunkéw poszukiwan nowych terapii przeciwbakteryjnych.

2.2.1. Ludzka katelicydyna LL-37

Jednym z najlepiej poznanych peptydow przeciwdrobnoustrojowych jest ludzka
katelicydyna LL-37, ktora w ostatnich latach stata si¢ jednym z gtéwnych przedmiotow
badan nad zwigzkami o potencjale terapeutycznym przeciwko MRSA [89], [90].
Katelicydyny to peptydy przeciwdrobnoustrojowe wytwarzane przez ludzi i zwierzeta w
odpowiedzi na r6zne drobnoustroje patogenne [91]. Nazwa LL-37 odnosi si¢ do dwdch
N-koncowych reszt leucyny oraz dlugosci peptydu, ktéry sktada si¢ z 37 reszt
aminokwasowych 1 posiada nastepujaca sekwencje

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES. Wykazuje ZzarOwno
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bezposrednig aktywno$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, jak i silne
wlasciwosci przeciwbiofilmowe [92].

Glownym mechanizmem dziatania tego peptydu jest destabilizacja blony
komorkowej bakterii poprzez elektrostatyczne wigzanie z ujemnie natadowanymi
sktadnikami powierzchni komorek bakteryjnych, takimi jak kwasy tejchojowe i
lipotejchojowe u bakterii Gram-dodatnich oraz lipopolisacharydami u bakterii Gram-
ujemnych. Po zwigzaniu z powierzchnig komorki bakteryjnej LL-37 moze przechodzi¢
z konformacji nieuporzagdkowanej do amfipatycznej struktury a-helikalnej, co sprzyja
jego wbudowywaniu w dwuwarstwe lipidowa 1 destabilizacji btony cytoplazmatycznej
[91], [92].

LL-37 reguluje odpowiedz zapalng gospodarza poprzez hamowanie nadmierne;j
produkcji cytokin, a takze stymuluje proliferacj¢ komoérek nabtonkowych [92], [93], [94].
W ten sposob wspomaga procesy gojenia ran, co czyni ten peptyd atrakcyjnym
kandydatem do terapii miejscowych zakazen oraz ran przewleklych. Co istotne,
wykazano rowniez, ze peptyd ten posiada zdolnos¢ do redukeji biofilmu MRSA [95] oraz
wykazuje dziatanie synergistyczne wraz z innymi antybiotykami w redukcji biofilmu
[96].

Z uwagi na ograniczenia natywnej czasteczki LL-37, obejmujace przede
wszystkim niska stabilno§¢ w warunkach fizjologicznych oraz potencjalng
cytotoksycznos$¢ [91], [94] opracowano wiele modyfikacji tego zwigzku [90], np.
skrocenie lub cyklizacja sekwencji peptydowej (m.in. peptyd KR-12 1 jego formy
cykliczne [97], [98] oraz 18-mer LLKKK [99]). Mimo, ze LL-37 ani jego pochodne nie
sa obecnie zarejestrowane jako leki stosowane w leczeniu zakazen bakteryjnych, peptyd
ten wykazuje szeroki potencjal terapeutyczny, obejmujacy nie tylko dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe, lecz takze wlasciwosci immunomodulujace i wspomagajace
procesy gojenia tkanek. Kliniczne wdrozenie LL-37 1 jego pochodnych pozostaje jednak
dtugotrwatym oraz ztozonym procesem. W rejestrach badan klinicznych odnotowano
wybrane projekty dotyczace zastosowania LL-37 lub preparatow opartych na tym
peptydzie, m.in. w kontek$cie gojenia ran, owrzodzen stopy cukrzycowej, zapalenia
przyzebia, czerniaka oraz chorob przebiegajacych z zaburzong odpowiedzig zapalng.
Swiadczy to o rosngcym zainteresowaniu wykorzystaniem tego peptydu w medycynie

klinicznej, wykraczajacym poza jego wlasciwosci przeciwbakteryjne [100], [101], [102].
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2.2.2. Ludzkie p-defensyny

Do kluczowych AMPs wystepujacych w organizmie cztowieka naleza defensyny.
Charakteryzujg si¢ one si¢ kationowym charakterem, amfipatyczno$cig oraz obecnoscig
struktury B-kartki. Zwiazki te zazwyczaj zawierajg szes¢ reszt cysteinowych tworzacych
sie¢ trzech mostkow disiarczkowych (Rysunek 10), ktore stabilizujg strukture
przestrzenng defensyn [103]. Peptydy te charakteryzuja si¢ szerokim spektrum
aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej, obejmujacym bakterie Gram-ujemne 1
Gram-dodatnie [104], grzyby [105] oraz niektéore wirusy [106]. Jedng z defensyn
wykazujacych szczeg6lnie wysoka aktywnos¢ wobec MRSA jest ludzka B-defensyna 3
(hBD-3, ang. human p-defensin 3) [103], [107].

N
. Q)

Rysunek 10. Struktura przestrzenna ludzkiej defensyny 3, wyznaczona metodg
spektroskopii NMR w roztworze (kod PDB: 1KJ6).

Te dodatnio natadowane peptydy oddzialuja z ujemnie natadowanymi sktadnikami
powierzchni komorek bakteryjnych. W przypadku bakterii Gram-ujemnych moga
wypiera¢ dwuwarto$ciowe kationy (Ca®*, Mg?"), stabilizujace strukture blony
zewngtrznej, zwlaszcza poprzez oddziatywanie z lipopolisacharydami. Prowadzi to do
zaburzenia funkcji barierowej blony oraz ulatwia penetracje peptydéw do wnetrza
komorki. U bakterii Gram-dodatnich, takich jak S. aureus, defensyny oddziatujg
natomiast gléwnie z ujemnie naladowanymi sktadnikami $ciany komodrkowej 1 btony
cytoplazmatycznej, m.in. z kwasami tejchojowymi i lipotejchojowymi. Nastgpnie
defensyny wbudowuja si¢ w btong¢ cytoplazmatyczna, gdzie tworza multimeryczne pory
(Rysunek 11), powodujac wzrost przepuszczalno$ci btony, utrate jonéw potasu oraz jej

depolaryzacje [103], [108], [109].
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N °
TU—-IRETE

Gradient
elektrostatyczny

1 2
Oddziatywania elektrostatyczne oraz
przezbtonowy potencjat elektryczny Defensyny wbudowujg sie w
sprzyjajg wigzaniu defensyn z btong dwuwarstwe lipidowg i tworzg
i ich wnikaniu do dwuwarstwy struktury porowe
lipidowej

Rysunek 11. Schemat zaburzania integralnosci btony komodrkowej bakterii przez
defensyny (opracowano na podstawie [110] w BioRender). Dodatnio natadowane
defensyny sa przyciaggane do ujemnie natadowanych skladnikow powierzchni btony
bakteryjnej wskutek oddzialywan elektrostatycznych, co utatwia ich wiazanie, insercj¢
do dwuwarstwy lipidowej oraz tworzenie struktur porowych.

Poza bezposrednim dziataniem przeciwdrobnoustrojowym defensyny petnia
rowniez istotne funkcje immunomodulujace. Wykazano, ze moga indukowac
chemotaksje komorek uktadu odpornosciowego, a takze modulowa¢ produkcje cytokin,
wplywajac tym samym na przebieg odpowiedzi zapalnej [111], [112].

Waznym aspektem biologii defensyn jest zdolno$¢ niektorych patogenow do
ostabiania ich dziatania poprzez modyfikacj¢ tadunku powierzchniowego komorki, co
zmniejsza sit¢ oddziatywania z dodatnio naladowanymi peptydami. Zjawisko to pokazuje
dynamiczny charakter interakcji pomiedzy mechanizmami obronnymi gospodarza a
strategiami adaptacyjnymi patogenow [113].

Ze wzgledu na szerokie spektrum aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowe;,
defensyny, podobnie jak katelicydyny, pozostaja obiektem intensywnych badan, ktére
skupiaja si¢ na projektowaniu nowych analogow tych peptydow o silniejszej aktywnosci

wobec patogendw wielolekoopornych [107], [114].

2.3. Peptydomimetyki

Peptydomimetyki sg obiecujaca grupg zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych,
czgsto projektowanych w celu nasladowania funkcji AMPs, przy jednoczesnym
wyeliminowaniu ich kluczowych wad. Dzigki modyfikacjom szkieletu czasteczki cechuja

si¢ zwigkszong odpornoscia na degradacje proteolityczng, wyzsza biodostgpnoscia oraz
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aktywnos$cig wobec szerszego zakresu patogendw, co sprawia, ze sg one, tak jak AMPs,
waznym kierunkiem wspolczesnych badan nad nowymi lekami

przeciwdrobnoustrojowymi [115], [116], [117].

2.3.1. Brilacydyna (PMX30063)

Brilacydyna (ang. brilacidin) jest syntetycznym mimetykiem naturalnie
wystepujacych defensyn. Zwigzek ten zostal zaprojektowany tak, aby zachowaé
zasadnicze cechy strukturalne defensyn takie jak kationowo$¢ i amfipatyczno$¢, przy
jednoczesnym zwigkszeniu stabilnosci proteolitycznej oraz obnizeniu wartosci MIC
wobec bakterii w pordwnaniu z defensynami. W strukturze brilacydyny obecne sg grupy
kationowe (m. in. guanidynowe) oraz pierscienie aromatyczne (Rysunek 12), ktére
tworza stabilny szkielet odpowiedzialny za silne oddziatywania elektrostatyczne z
ujemnie natadowang powierzchnig komorek bakteryjnych oraz efektywne zakotwiczenie
czasteczki w dwuwarstwie lipidowej. Zwigzek ten jest aktywny glownie wobec bakterii
Gram-dodatnich, w tym wielolekoopornych, a jego mechanizm dziatania polega na

zaburzaniu integralno$ci 1 depolaryzacji blony komorkowej [118], [119].
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Rysunek 12. Struktura brilacydyny (opracowano na podstawie [120]).

W kontek$cie rozwoju farmaceutycznego, brilacydyna wykazata duza
skuteczno$§¢ w badaniu klinicznym (numer rejestracyjny badania: NCT02052388) w
leczeniu ostrych zakazen skory i tkanek migkkich wywolanych przez gronkowca

ztocistego, poréwnywalng do skutecznosci daptomycyny [121].

2.3.2. LTX-109

Do peptydomimetykow posiadajacych dzialanie bakteriobojcze wobec MRSA
nalezy rowniez LTX-109 (Voxvoganan) (Rysunek 13), ktory opracowata firma Lytix
Biopharma AS [122]. Mechanizm dziatania tego zwiazku opiera si¢ gléwnie na

uszkodzeniu blony komorkowej bakterii. LTX-109 oddziatuje elektrostatycznie z ujemnie
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naladowanymi komponentami btony, co prowadzi do szybkiej depolaryzacji oraz
zwickszenia jej przepuszczalno$ci. Niewielki rozmiar czasteczki oraz zastosowane
modyfikacje strukturalne sprawiajg, ze LTX-109 jest mniej podatny na degradacje
proteolityczng, co stanowi istotng zalete¢ tego zwiazku. Potencjalne mechanizmy
adaptacyjne bakterii wobec zwigzkéw btonowo-aktywnych moga natomiast obejmowac
modyfikacj¢ sktadu lipidowego btony komérkowej lub chemiczng neutralizacj¢ ujemnie

natadowanych sktadnikéw powierzchniowych [123].

Rysunek 13. Struktura LTX-109 (opracowano na podstawie [120]).

Badania in vitro wykazaty, ze LTX-109 wykazuje wysoka aktywno$¢ hamujaca
wobec wielu szczepdw S. aureus przy wartosciach MIC wynoszacych 2-4 pg/ml [124].
Dodatkowo w badaniu klinicznym fazy 1/Ila (numer rejestracyjny badania:
NCT01158235) wykazano skutecznos¢ miejscowego zastosowania LTX-109 w redukcji
kolonizacji bakterii S. aureus w tym MRSA oraz MSSA u nosicieli tego patogenu w

przednich odcinkach jamy nosowej [122].

2.3.3. Cystapep 1

Ludzka Cystatyna C jest biatkiem nalezacym do grupy inhibitoréw proteaz
cysteinowych. Posiada rowniez aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, hamuje wzrost
bakterii oraz replikacje wirusa opryszczki [125], [126]. W mechanizmie hamowania
proteaz cysteinowych istotng role odgrywa m.in. N-koncowy fragment Cystatyny C

obejmujacy sekwencje Arg®-Leu’-Val'’-Gly!!, ktory stanowi jeden z elementéw regionu
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odpowiedzialnego za oddziatywanie z enzymem. W oparciu o ten fragment zsyntezowano
szereg pochodnych peptydomimetycznych oraz przebadano pod wzgledem hamowania
niektorych szczepdéw bakterii Gram-dodatnich in vitro oraz in vivo na modelu mysim.
Badania te wykazaty, ze kilka zwigzkéw hamuje wzrost S. aureus oraz S. pyogenes.
Pierwotnie zakladano, ze aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa tych zwigzkoéw jest
zwigzana ze zdolno$cia do hamowania proteaz cysteinowych. Jednak, co ciekawe,
pozniejsze badania wykazaty, ze oba te efekty nie sg bezposrednio powigzane [127].
Uzyskane dotychczas obiecujgce wyniki staly si¢ podstawg do projektowania kolejnych
analogow, sposrod ktorych najbardziej efektywnym pod wzgledem aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej okazat si¢ Cystapep 1 (A-20) (Rysunek 14). Co istotne zwigzek

ten wykazywat aktywno$¢ réwniez wobec szczepow MRSA [128].
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Rysunek 14. Struktura czasteczki Cystapep 1 o sekwencji Z-Arg-Leu-Val¥V[CH>-NH]-
Cin (opracowano na podstawie [129]).

CHy

W kolejnych pracach nad zwigzkiem Cystapep 1 oraz jego analogami wykazano,
ze mozliwa jest optymalizacja jego struktury w celu zwigkszenia aktywnoSci
przeciwbakteryjnej, poprawy rozpuszczalno$ci i zmniejszenia cytotoksycznos$ci, przy
jednoczesnym zachowaniu wzglednej stabilnosci w $rodowisku fizjologicznym [129],
[130]. Zestawienie wybranych, najwazniejszych modyfikacji zwigzku A-20
przedstawilam w Tabela 1.

Jednym z kluczowych elementéw struktury czasteczki Cystapep 1 jest reszta
argininy. Jej obecnos¢ zapewnia dodatnio natladowane ugrupowanie guanidynowe, ktore
uczestniczy w oddziatywaniach elektrostatycznych z ujemnie natadowang powierzchnig
komorek bakteryjnych. Wykazano, Zze zamiana reszty argininy na leucyn¢ oslabia
aktywno$¢ zwiazku [131]. Kolejnym kluczowym obszarem modyfikacji struktury
czasteczki Cystapep 1 jest fragment Val?Y[CH2-NH]. Korzystny wplyw na aktywno$¢

obserwowano po zamianie go fragmentem Thr(OBzl)¥W[CH2-NH], analog ten cechowat
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si¢ czterokrotnie nizszg warto$ciag MIC wobec S. aureus w poroOwnaniu ze zwigzkiem
wyjsciowym. Jednocze$nie samo wprowadzenie treoniny bez podstawnika benzylowego
okazalo si¢ niewystarczajace do zachowania aktywnos$ci. Sugeruje to, ze kluczowe
znaczenie dla poprawy wlasciwosci przeciwbakteryjnych ma hydrofobowy charakter
grupy benzylowej [132].

Cystapep 1 posiada réwniez dwa istotne fragmenty aromatyczne: grupe Z od
strony N-konca oraz fragment kwasu cynamonowego od strony C-konca czasteczki.
Wykazano, ze brak obecnosci pierscieni fenylowych po obu stronach czasteczki
wplywato niekorzystnie na aktywno$¢ przeciwbakteryjng [127]. Ponadto analogi, w
ktérych fragment kwasu cynamonowego zastgpowano innymi aromatycznymi
fragmentami czgsto prowadzil do polepszenia aktywnosci [129], [133]. Wyniki te
wskazuja, ze koncowy fragment aromatyczny moze by¢ modyfikowany bez utraty
wlasciwosci biologicznych, pod warunkiem zachowania odpowiedniego charakteru
aromatycznego 1 przestrzennego ulozenia czasteczki. Wieloletnie badania nad
modyfikacjami czasteczki Cystapep 1 w celu poprawy aktywnosci przeciwbakteryjnej
wskazuja, ze aktywnos$¢ analogdw zalezy od réwnowagi pomigdzy kationowoscia,
hydrofobowoscig oraz przestrzennym umiejscowieniem fragmentoéw aromatycznych.

Mechanizm dziatania czasteczki Cystapep 1 nie zostat dotychczas jednoznacznie
poznany. Podjete badania z wykorzystaniem modeli bton bakteryjnych potwierdzity
zdolnos¢ tego peptydomimetyku do oddziatywania z ich strukturami, jednak sita tego
oddzialywania wydaje si¢ niewspotmierna do efektéw obserwowanych w analizach
kalorymetrycznych. Wskazuje to, ze destabilizacja blony komoérkowej moze by¢ jedynie
jednym z elementéw szerszego, wieloetapowego mechanizmu dzialania zwigzku
Cystapep 1 oraz jego analogéw [131].

Tabela 1. Zestawienie najwazniejszych modyfikacji strukturalnych analogow Cystapep 1
(A-20) oraz ich wptyw na aktywnos¢ przeciwbakteryjna wobec S. aureus.

. . Aktywnos$¢ Znaczenie modyfikacji
Glowna modyfikacja . . . s .
Analog wagledem A-20 przeciwbakteryjna strukturalnej w Zrodlo
(MIC) wobec S. aureus odniesieniu do A-20
zwigzek  wyjsciowy: [127], [128],
A-20 Z-Arg-Leu- 16-32 pg/ml struktura wyjsciowa [130], [131],
Val¥[CH>-NH]-Cin [132], [133]
Korzystne wydtuzenie
bocznego fancucha
A-134 Arg 2> Har 16 pg/ml weglowodorowego z [131],[132]
ugrupowaniem
guanidynowym
;‘v'ﬁ;"]’f’i T Leus Pro >512 pg/ml E;er]l‘t%r;nyi“yj?m°gramczeme [131], [132]
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Analog

M w|LeuGly >512 pg/ml utrata hydrofobowego 134y 135y
[131] tancucha bocznego
A-90 Leu > Phe 16 pg/ml aktywnos¢ pozostaje  na 357 337
zblizonym poziomie
Analog aktywno$¢ pozostaje na
v w | Leu > Nle 24 pg/ml 1'y' POzOsta] [131], [132]
[131] zblizonym poziomie
Analog V Val?[CH2-NH] >
w(l 31g] Thr(OBzl) Y[CH2- 8 pg/ml korzystna modyfikacja [131], [132]
NH]
Zmiana
A-143 iz(c);eigc'znefggHz-NH] 512 pg/ml silne ostabienie aktywnosei  [133]
- [CH,-CH2-NH]
. korzystna modyfikacja
A-165 Cin 2 NAA 16 pg/ml C-kofica [133]

wydtuzenie tancucha
A-171 peptydowego — 128 ug/ml
dodatkowa reszta Arg

niekorzystne zwigkszenie

kationowosci (133]

korzystna modyfikacja

A-164 Cin > PCA 8 pg/ml C-konca, zwigkszenie [129], [133]
hydrofobowosci
wprowadzenie
Arg > Har; Leu > dodatkowego fadunku
A-192 Arg; Cin & PCA 8 pg/ml dodatniego oraz 1133

hydrofobowosci C-konca

3. Glowne mechanizmy dzialania zwiazkow przeciwbakteryjnych

3.1. Hamowanie syntezy Sciany komorkowej

Sciana komoérkowa otaczajaca komorki bakteryjne jest glownym celem dla wielu
antybiotykoéw. Jej podstawowym sktadnikiem jest peptydoglikan, zbudowany z
fancuchow  glikanowych utworzonych przez naprzemiennie uloZone reszty
N-acetyloglukozaminy 1 kwasu N-acetylomuraminowego. Do reszt kwasu
N-acetylomuraminowego przytaczone sg krotkie tancuchy peptydowe, ktére moga ulegac
sieciowaniu, nadajac S$cianie komodrkowej odpowiednig sztywno$¢ i wytrzymatosé
mechaniczng [134]. Synteza peptydoglikanu jest procesem wieloetapowym zachodzacym
zarbwno w cytoplazmie, jak 1 w obrgbie btony cytoplazmatycznej. Obejmuje
wytwarzanie prekursora — lipidu II. Nastepnie prekursor ten jest transportowany na
zewngtrzng strong blony cytoplazmatycznej przy udziale flipaz, gdzie uczestniczy w
dalszej polimeryzacji i1 sieciowaniu peptydoglikanu z udzialem enzyméw biosyntezy
sciany komorkowej, w tym biatek wigzacych penicyling. Wszystkie antybiotyki
B-laktamowe, w tym penicyliny 1 ich pochodne, a takze glikopeptydy ingeruja w procesy
biosyntezy peptydoglikanu $ciany komodrkowej, cho¢ dziataja na rdzne etapy tego

procesu. B-laktamy hamujg przede wszystkim aktywno$¢ biatek wiazacych penicyline,
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natomiast glikopeptydy, takie jak wankomycyna, wigza si¢ z prekursorami
peptydoglikanu. Skutkuje to ostabieniem jej struktury, co prowadzi do zmiany ci$nienia
osmotycznego w komorce, a w konsekwencji do autolizy [135].

Skutecznos¢ zwigzkoéw przeciwdrobnoustrojowych ukierunkowanych na
biosyntez¢ $Sciany komodrkowej zostata znaczaco ograniczona przez pojawienie si¢ i
szybkie rozprzestrzenianie mechanizmow opornosci, ktére pozwalajg bakteriom
neutralizowac lub omija¢ dziatanie antybiotykdéw. W przypadku opornosci na p-laktamy
jednym z najwazniejszych mechanizméw jest wytwarzanie B-laktamaz, czyli enzymow
inaktywujacych antybiotyki f-laktamowe poprzez hydroliz¢ pier§cienia -laktamowego,
kluczowego dla ich aktywnos$ci biologicznej [136]. U bakterii Gram-dodatnich
mechanizm ten jest bardziej ztozony, wynikajacy z lokalizacji B-laktamaz w przestrzeni
periplazmatycznej oraz ograniczonej przepuszczalnosci btony zewnetrznej. W przypadku
MRSA oporno$¢ na metycyling wynika z obecno$ci genu mecA zintegrowanego z
chromosomem, kodujacego biatko warunkujace opornos¢ bakterii na antybiotyki
B-laktamowe. Gen mecA koduje biatko PBP2a, bedace zmodyfikowana transpeptydaza
uczestniczaca w koncowym etapie biosyntezy peptydoglikanu. U szczepow wrazliwych
antybiotyki B-laktamowe, w tym metycylina, wigza si¢ z natywnymi biatkami wigzacymi
penicyling (PBP, ang. Penicillin-Binding Proteins), hamujac ich aktywnos$¢
transpeptydazowa i w konsekwencji zaburzajac sieciowanie tancuchow peptydoglikanu.
PBP2a charakteryzuje si¢ jednak istotnie obnizonym powinowactwem do antybiotykoéw
B-laktamowych, co uniemozliwia ich skuteczne wigzanie. W rezultacie, nawet w
obecnosci metycyliny, PBP2a zachowuje aktywno$¢ enzymatyczng 1 umozliwia
prawidlowe sieciowanie peptydoglikanu, zapewniajac cigglo$¢ syntezy $ciany
komorkowej 1 przezycie bakterii. Szczepy S. aureus oporne na metycyling wykazuja
opornos¢ na wigkszo$¢ antybiotykow B-laktamowych, a ponadto czgsto obserwuje si¢ u
nich wspoétoporno$¢ na inne klasy antybiotykow, m.in. streptomycyne, tetracykling, a
niekiedy takze erytromycyne [137], [138], [139].

Oporno$¢ na glikopeptydy, w tym wankomycyne, w klasycznym mechanizmie
typu Van polega na modyfikacji koncowego fragmentu prekursora peptydoglikanu, tj.
zastgpieniu sekwencji D—alanylo—D—-alaniny (D—Ala—D—Ala) sekwencja D—alanylo—D—
mleczanu (D—Ala—D—-Lac). Zmiana ta znaczgco zmniejsza powinowactwo antybiotyku do
miejsca wigzania, co ogranicza jego skuteczno$¢ [137], [139]. Mechanizm ten zostat

szczegotowo omowiony w podrozdziale 2.1.1.
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3.2. Zaburzenie integralnosci blony komorkowej

Zdolnos¢ do oddziatywania z btonami komodrek bakteryjnych posiadaja przede
wszystkim dodatnio natadowane peptydy AMPs. Zwiazki te moga oddziatywac z btong
zewngtrzng bakterii Gram-ujemnych, jak i z blong cytoplazmatyczng bakterii Gram-
dodatnich [135], [140].

Sposob interakeji zwigzkéw oddziatujacych z btong komorek bakteryjnych jest
zalezny od ich struktury, stosunku liczby czgsteczek zwigzku przeciwdrobnoustrojowego
do czasteczek lipidu oraz wiasciwosci fizykochemicznych samej dwuwarstwy lipidowe;.
Modele opisujace te oddziatywania opisalam w podrozdziale 2.2. Wiele zwigzkow
lokalizuje si¢ gtdéwnie w obrebie powierzchni blony, prowadzac do jej odksztatcenia. W
nizszych stezeniach zwigzku przeciwdrobnoustrojowego blona moze wyrownac te
zaburzenia, natomiast przy wigkszej liczbie zwigzanych czasteczek zwigzku moze dojs$¢
do przerwania ciaglosci btony lub jej nieodwracalnego uszkodzenia [140], [141].
Obserwacje te pozwolity stwierdzi¢, ze kluczowy etap dziatania zwigzkow
przeciwbakteryjnych o charakterze kationowym zachodzi na powierzchni blony, bez
koniecznosci trwalego wbudowania w dwuwarstwe lipidowa. Zrozumienie tego
mechanizmu stalo si¢ podstawa do projektowania matych peptydéow i
peptydomimetykow o wlasciwos$ciach przeciwdrobnoustrojowych [120], [140], [142].

Oprocz adaptacyjnych zmian wiasciwosci fizykochemicznych dwuwarstwy
lipidowej w odpowiedzi na antybiotyk sg biatka blonowe (ang. efflux pumps), ktére
dzialajg jak kanaty 1 wypychaja szkodliwe dla komorki substancje. Jest to jeden z
istotnych mechanizméw opornosci bakterii na antybiotyki. Transport ten jest procesem
aktywnym, wymagajacym dostarczenia energii. W zalezno$ci od rodziny biatek
btonowych, energia ta pochodzi albo z hydrolizy ATP (transportery typu ABC), albo
znacznie czg$ciej u  bakterii  z gradientu elektrochemicznego protonow,
charakterystycznego m.in. dla transporteréw nalezacych do rodziny MFS (ang. Major
Facilitator Superfamily) oraz RND (ang. Resistance-Nodulation-Division) [143], [144].
Przyktadowo gronkowce posiadaja geny opornosci gacA oraz gacB, ktére koduja
transportery QacA 1 QacB nalezace do rodziny MFS. Transportery te warunkuja
zmniejszong wrazliwo$¢ lub oporno$¢ na wybrane S$rodki antyseptyczne, w tym

czwartorzedowe zwigzki amoniowe [145], [146], [147].
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3.3. Inhibicja biosyntezy bialek

Synteza biatek jest ztozonym procesem biologicznym, w ktérym komorki
wytwarzaja okre$lone biatka na podstawie informacji genetycznej. Ekspresja genow
prowadzaca do powstania biatka obejmuje transkrypcje¢ oraz translacj¢, natomiast
wlasciwa synteza tancucha polipeptydowego zachodzi podczas translacji. Proces
translacji przebiega w trzech gltownych etapach: inicjacji, elongacji i terminacji.
Uczestniczag w nim rybosomy, czasteczki mRNA i1 tRNA oraz liczne cytoplazmatyczne
czynniki pomocnicze niezb¢dne do prawidtowego przebiegu poszczegodlnych etapow
translacji [148], [149].

Rybosom bakteryjny jest kompleksem rybonukleoproteinowym, ztozonym z
dwoch podjednostek: duzej 50S 1 matej 30S, ktore podczas inicjacji translacji facza si¢ z
udzialem mRNA, tworzac razem rybosom 70S. Wiele antybiotykow oddziatuje
selektywnie na podjednostke 30S lub 50S, zaburzajac prawidtowy przebieg translacji
poprzez blokowanie inicjacji, elongacji tancucha polipeptydowego lub powodowanie
btgdnego odczytu mRNA. Hamowanie syntezy bialek skutkuje zatrzymaniem wzrostu
komorek bakteryjnych badz prowadzi do ich $mierci, w zalezno$ci od mechanizmu
dziatania danego zwigzku [149].

Inhibitory podjednostki 50S oddzialuja z rybosomem bakteryjnym poprzez
wigzanie si¢ z 23S rRNA lub biatkami rybosomalnymi tej podjednostki, prowadzac do
zaburzenia kluczowych etapow translacji. W zaleznosci od klasy antybiotyku,
hamowanie moze dotyczy¢ roznych procesOw molekularnych, w tym blokowania
centrum peptydylotransferazy odpowiedzialnego za tworzenie wiazan peptydowych,
uniemozliwienia prawidtowego wigzania peptydylo-tRNA w miejscu A lub P rybosomu,
blokowania kanatu wyjScia nowo syntetyzowanego peptydu lub zahamowania
translokacji tRNA i mRNA w obrebie rybosomu. W rezultacie dziatania inhibitorow 50S
dochodzi do zahamowania wydluzania tancucha polipeptydowego, destabilizacji
komplekséw translacyjnych oraz zatrzymania syntezy biatek [149], [150].

Zwiazki hamujace aktywnos$¢ podjednostki 30S moga zaburza¢ wigzanie
aminoacylo-tRNA z miejscem A rybosomu lub wptywaé na prawidlowe odczytywanie
kodonu mRNA przez tRNA. Przyktadowo, tetracykliny blokuja dostep aminoacylo-tRNA
do miejsca A rybosomu. Niektore aminocyklitole, takie jak spektynomycyna, hamuja
translokacj¢ katalizowang przez czynnik elongacyjny EF-G, nie powodujac przy tym

btgdnego odczytu mRNA [149], [151]. Natomiast aminoglikozydy dziataja w odmienny
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sposob. Wiaza sie¢ z 16S rRNA w obrebie centrum dekodujacego podjednostki 30S,
powodujac zmiang konformacji kompleksu utworzonego mie¢dzy kodonem mRNA a
odpowiadajagcym mu aminoacylo-tRNA. Prowadzi to do blednego dopasowania tRNA, a
w konsekwencji do wbudowywania nieprawidlowych aminokwasoéw i1 powstawania
wadliwych biatek [139], [149], [151].

Jednym z mechanizmdéw opornos$ci na antybiotyki hamujace synteze biatek jest
enzymatyczna modyfikacja czasteczki leku. Mechanizm ten jest szczegoOlnie dobrze
poznany w przypadku aminoglikozydow, ktore moga by¢ modyfikowane przez
bakteryjne  acetylotransferazy,  nukleotydylotransferazy = lub  fosfotransferazy.
Enzymatyczna modyfikacja struktury antybiotyku prowadzi do zmiany ladunku,
geometrii lub tworzenia oddzialtywan z miejscem docelowym, co zaburza oddzialywania
z 16S rRNA podjednostki 30S i uniemozliwia skuteczne wigzanie z rybosomem [148],
[149], [152]. Do innych mechanizmoéw opornos$ci nalezg m.in. metylacja rRNA, mutacje
w obrebie miejsca docelowego, aktywne usuwanie antybiotyku z komorki oraz

zmniejszenie jego przenikania do wnetrza bakterii [153].

3.4. Hamowanie syntezy kwasow nukleinowych

Synteze kwasdéw nukleinowych mozna podzieli¢ na dwie fazy: syntezg prekursorow
(nukleotydow 1 deoksyrybonukleotydow) z czasteczek posrednich metabolizmu
komorkowego oraz enzymatyczng polimeryzacje nukleotydéw w celu utworzenia
makroczasteczki, ktorej sekwencja jest okreslona przez komplementarno$¢ zasad w
matrycy DNA [134].

Synteza DNA w komorce bakteryjnej wymaga udziatu kluczowych enzymow, w
tymtopoizomeraz. Enzymy te dziela si¢ na typ IA, w ktorego sktad wchodza
topoizomeraza I 1 III, oraz typ IIA, ktory dzieli si¢ na gyraze DNA 1 topoizomeraze IV.
Zaburzenie aktywnosci tych enzymow powoduje nieprawidtowosci w skreceniu struktury
DNA i prowadzi do jego nieprawidlowego tworzenia. Przyktadem antybiotykow
dzialajacych w taki sposob sa fluorochinolony, ktére inhibuja gyraz¢ DNA u bakterii
Gram-ujemnych 1 topoizomeraz¢ IV u bakterii Gram-dodatnich. Fluorochinolony
oddziatuja selektywnie z topoizomerazami typu IIA, jednak nie dziatajg jako klasyczne
inhibitory kompetycyjne ani allosteryczne. Ich mechanizm polega na stabilizacji
przejsciowego kompleksu enzym-DNA powstajacego podczas katalizy [154], [155].

Mechanizm dzialania antybiotykow z grupy ryfamycyn polega na zakidcaniu

syntezy RNA poprzez hamowanie aktywnosci polimerazy RNA. Polimeraza RNA
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odpowiada za proces transkrypcji, buduje sekwencje RNA taczac ze soba rybonukleotydy
1 jest zalezna od matrycy DNA. Ryfamycyny wigza si¢ z polimerazg RNA, a doktadniej
z jej podjednostkg P. Miejscem wigzania ryfamycyn jest hydrofobowa kieszen
zlokalizowana w kanale wyj$cia nowo syntetyzowanego RNA, w poblizu centrum
aktywnego enzymu. Czasteczka ryfamycyny oddziatuje z aminokwasami podjednostki 3
poprzez kombinacj¢ oddzialywan hydrofobowych i wigzan wodorowych, stabilizujac
konformacj¢ enzymu, ktéra umozliwia inicjacj¢ transkrypcji, lecz uniemozliwia dalsza
elongacje. W efekcie ryfamycyna nie blokuje przylaczenia pierwszego rybonukleotydu
ale hamuje wydhuzanie tancucha RNA po syntezie okoto 2-3 nukleotydow, blokujac w
ten sposob proces transkrypcji [135], [156].

Mechanizmy opornosci bakterii na antybiotyki hamujace synteze kwasow
nukleinowych polegaja gléwnie na modyfikacjach w genach kodujacych polimerazg
RNA, gyrazy DNA oraz topoizomeraz [135]. Gyraza DNA jest kodowana przez geny
gyrAi gyrB, natomiast topoizomeraza IV przez geny parC i parE. Mutacje w tych genach
moga prowadzi¢ do zmian w strukturze miejsca docelowego fluorochinolonow,
zmniejszajac powinowactwo antybiotyku do kompleksu enzym—DNA 1 ograniczajac jego

zdolno$¢ do stabilizacji kompleksu [157].

4. Metody badania mechanizmow dzialania Zwigzkow

przeciwbakteryjnych

Komorka bakteryjna stanowi ztozony uktad biologiczny, ktorego funkcjonowanie
zalezy zarowno od integralno$ci struktur komorkowych, takich jak btony i1 $ciana
komorkowa, jak 1 od prawidtowego przebiegu procesow metabolicznych, ekspresji
genow oraz mechanizmow regulacyjnych [158]. W odpowiedzi na dzialanie zwigzkow
przeciwbakteryjnych elementy te moga ulega¢ istotnym zmianom, dlatego identyfikacja
mechanizmoéw dziatania takich zwigzkéw wymaga zastosowania roznych, wzajemnie
uzupetniajacych si¢ metod badawczych. Wspotczesne podejscia obejmuja przede
wszystkim analizy genomowe, transkryptomiczne i proteomiczne, a takze techniki
obrazowania, barwienia fluorescencyjnego oraz znakowania radionuklidami. Metody te
umozliwiaja ocen¢ odpowiedzi bakterii na poziomie molekularnym, komdrkowym i
fenotypowym, dostarczajac informacji istotnych dla projektowania nowych terapii oraz

przewidywania rozwoju opornosci.
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4.1. Metody omiczne w badaniu mechanizmow dzialania zwiazkow

przeciwbakteryjnych

4.1.1. Transkryptomika i sekwencjonowanie RNA

Sekwencjonowanie RNA (RNA-seq, ang. RNA sequencing) jest obecnie jedng z
kluczowych metod analizy odpowiedzi komorek bakteryjnych na dziatanie zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych. Technika ta umozliwia globalne profilowanie transkryptomu
gendéw (iloSciowq i jako$ciowa analize transkryptomu), co pozwala na identyfikacje
zmian regulacyjnych zwigzanych z okreslonym mechanizmem dziatania antybiotyku lub
innego zwigzku przeciwdrobnoustrojowego [159], [160].

RNA-seq jest technikag sekwencjonowania nowej generacji, ktora zazwyczaj
obejmuje przeksztatcenie RNA w cDNA (ang. complementary DNA) z udziatem
odwrotnej transkryptazy, a nastgpnie sekwencjonowanie przygotowanej biblioteki
cDNA. Pierwszym etapem tej metody jest izolacja wysokiej jakosci RNA z komodrek oraz
jego oczyszczenie. Nastepnie przeprowadza si¢ trawienie zanieczyszczen DNA, ocene
jakosci RNA oraz, w przypadku analiz bakteryjnych, najczgsciej usunigcie
rybosomalnego RNA. Kolejnymi etapami sa synteza cDNA za pomoca odwrotnej
transkryptazy, fragmentacja materialu, przygotowanie biblioteki sekwencyjnej oraz
przylaczenie adapterow umozliwiajacych sekwencjonowanie. Uzyskane odczyty
sekwencyjne s3 nastepnie mapowane do genomu referencyjnego lub analizowane
metodami sktadania de novo, a dalsza analiza bioinformatyczna pozwala okresli¢
poziomy ekspresji genoéw, zidentyfikowa¢ nowe transkrypty, mate RNA regulatorowe,
regiony niekodujace oraz potencjalne miejsca startu transkrypcji [161], [162].

Przyktadem wykorzystania RNA-seq do badania mechanizmu dziatania zwigzkow
przeciwdrobnoustrojowych jest praca O’Rourke 1 in. [163], w ktérej na podstawie
globalnych zmian w profilu ekspresji genow E. coli sklasyfikowano 37 antybiotykow
wedlug ich mechanizmu dziatania oraz opracowano model umozliwiajacy
przewidywanie prawdopodobnego mechanizmu dzialania nowych zwigzkow
przeciwbakteryjnych na podstawie ich profilu transkryptomicznego.W badaniach nad S.
aureus Jones 1 in. [164] wykazali, ze analiza transkryptomiczna moze wspiera¢
rozréznianie odpowiedzi komodrkowej na zwigzki bakteriostatyczne i bakteriobdjcze.
Autorzy wskazali rowniez mozliwy mechanizm dzialania nowego zwigzku

przeciwdrobnoustrojowego poprzez poroOwnanie jego profilu transkryptomicznego z
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profilami indukowanymi przez antybiotyki o znanych mechanizmach dziatania [164]. W
zwigzku z tym warto podkresli¢, ze RNA-seq moze by¢ szczegélnie przydatne w
przypadku nowych klas zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych o nieznanym
mechanizmie, poniewaz mozliwe jest porownywanie profilow ekspresji z wzorcami
transkryptomicznymi generowanymi przez antybiotyki o juz opisanych mechanizmach
dziatania.

Jak kazda technika badawcza, RNA-seq ma rowniez swoje ograniczenia. Metoda
ta wymaga wysokiej jakosci RNA, odpowiedniej ilosci probki, dobor czasu ekspozycji
komorek na badany zwiazek, wlasciwie zaplanowanego eksperymentu, odpowiedniej
liczby powtdrzen biologicznych oraz zaawansowanej analizy bioinformatycznej i

statystycznej [165], [166].

4.1.2. Genomika i sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowanie pelnego genomu, okreslane jako sekwencjonowanie
catogenomowe (WGS, ang. Whole Genome Sequencing) stalo si¢ jedna z
najwazniejszych technik umozliwiajacych poznanie kompletnej sekwencji DNA
organizmdw, w tym bakterii chorobotworczych. W przypadku patogendw, za pomocg tej
metody mozna zbada¢ geny kodujace biatka np. z obszaréw regulatorowych, czy genow
opornosci [167]. Analiza calego genomu bakterii pozwala zidentyfikowaé geny
odpowiedzialne za oporno$¢, co moze przyblizy¢ do wyjasnienia sposobu, w jaki
antybiotyki dzialaja na poziomie molekularnym [168].

Metoda ta rozwijata si¢ przez lata zaczynajac od sekwencjonowania Sangera, przez
sekwencjonowanie drugiej generacji, az po technologie sekwencjonowania trzeciej
generacji, umozliwiajace odczytywanie informacji genetycznej z pojedynczych
czasteczek DNA, czesto w czasie rzeczywistym [169].

Ogolna procedura WGS polega na izolacji DNA z komorek, ocenie jego jakosci i
ilosci, a nastgpnie przygotowaniu biblioteki sekwencyjnej, ktore moze obejmowac
fragmentacj¢ DNA oraz przylaczenie adapterow niezbgdnych do przeprowadzenia
sekwencjonowania i identyfikacji poszczegdlnych fragmentéw. Po uzyskaniu odczytéw
sekwencyjnych przeprowadza si¢ analiz¢ bioinformatyczng, obejmujaca m.in. kontrole
jakosci danych, sktadanie genomu lub mapowanie odczytow do genomu referencyjnego,

anotacje genoéw oraz identyfikacj¢ potencjalnych determinant opornosci [169], [170].
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4.1.3. Funkcjonalna identyfikacja celu za pomoca proteomiki ekspresyjnej (FITExP,

ang. functional identification of target by expression proteomics)

Technika ta umozliwia identyfikacj¢ potencjalnych celow molekularnych lekow lub
zwiazkow przeciwdrobnoustrojowych na podstawie zmian w ekspresji biatek w
komorkach traktowanych danym zwigzkiem w poréwnaniu z komodrkami
nietraktowanymi. W FITExP przyjmuje si¢, ze biatka, ktoérych poziom ekspresji ulega
istotnej 1 specyficznej zmianie w odpowiedzi na zwigzek, moga by¢ powigzane z jego
mechanizmem dziatania leku lub wskazywac jego bezposredni cel molekularny [171].

Metoda FITEXP polega na analizie zmian profilu ekspresji biatek w komorkach
poddanych dziataniu badanego zwigzku. Na podstawie istotnych statystycznie réznic w
poziomie ekspresji identyfikuje si¢ biatka potencjalnie zaangazowane w mechanizm
dzialania zwigzku, w tym kandydatéw na bezposrednie cele molekularne lub elementy

powiagzanych szlakow biologicznych [171], [172].

4.1.4. Analiza integralnych zmian rozpuszczalnosci proteomu (PISA, ang. proteome

integral solubility alteration)

PISA jest nowoczesna metodg proteomiczng wykorzystywang do identyfikacji
potencjalnych celow molekularnych lekow i zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych na
podstawie zmian rozpuszczalnosci biatek w komorkach traktowanych danym zwigzkiem.
Metoda opiera si¢ na zalozeniu, ze interakcja maloczasteczkowego zwigzku z biatkiem
moze powodowaé zmiang jego termodynamicznych wlasciwosci, w tym stabilnosci i
rozpuszczalnosci. W praktyce PISA polega na pordéwnawczej analizie rozpuszczalno$ci
biatek w probkach traktowanych badanym zwigzkiem oraz w probkach kontrolnych po
zastosowaniu stresu termicznego. Zmiany integralnej rozpuszczalnosci proteomu,
wyznaczane na podstawie ilosci biatek pozostajacych we frakcji rozpuszczalne;,
pozwalaja na identyfikacj¢ biatek bezposrednio wiazacych zwigzek lub posrednio
zaangazowanych w jego mechanizm dziatania [173], [174].

W pracy Maity 1 in. [175] zastosowano metod¢ PISA-Express w potaczeniu z
danymi pochodzacymi z innych technik omicznych, w tym transkryptomiki, w celu
odréznienia potencjalnych bezposrednich interakcji pigciu badanych zwigzkow z
proteomem bakterii Helicobacter pylori od efektow wtoérnych. Analiza zmian
rozpuszczalnosci biatek wykazata, ze wszystkie testowane zwigzki wplywaly na

rozpuszczalno$¢ biatka AtpD, stanowigcym element kompleksu syntazy ATP. Dla
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jednego ze zwigzkéw zidentyfikowano ponadto cztery dodatkowe potencjalne cele w
obrgbie tego kompleksu: AtpB, AtpC, AtpF oraz AtpG, co wskazuje na jego mozliwy
potencjal jako inhibitora syntazy ATP, czyli kluczowego elementu metabolizmu
energetycznego komorki bakteryjne;.

Podsumowujac, obie metody pozwalaja na uzyskanie komplementarnych
informacji przydatnych w identyfikacji potencjalnych celow molekularnych lekéw oraz
w poznawaniu mechanizmoéw dziatania zwigzkow terapeutycznych. FITEXP dostarcza
informacji o zmianach poziomu ekspresji biatek, natomiast PISA umozliwia analiz¢
zmian ich rozpuszczalno$ci i stabilno$ci. Laczne wykorzystanie tych podejs¢ moze
utatwi¢ odrdznienie bezposrednich efektow dziatania zwigzku od wtérnych zmian w

metabolizmie komorki [171], [173].
4.2. Metody obrazowania i znakowania komorek bakteryjnych

4.2.1. Obrazowanie mikroskopowe

Mikroskopia elektronowa, w tym transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM,
ang. transmission electron microscopy) 1 skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM,
ang. scanning electron microscopy), jest niezwykle cennym narzedziem w badaniach
mechanizmow dzialania zwiazkow przeciwbakteryjnych. Pozwalaja one bowiem
obserwowa¢ zmiany morfologiczne 1 strukturalne komorek bakteryjnych z
rozdzielczo$cia rzedu nanometrow, niedostgpna metodom klasycznej mikroskopii
swietlnej.

W przypadku TEM wigzka elektrondow przechodzi przez ultracienki preparat, co
umozliwia wizualizacje¢ ultrastruktury komorki bakteryjnej, w tym takich struktur jak
btony cytoplazmatycznej, struktur wewnatrzkomérkowych, a takze ewentualnych
uszkodzen powstatych po podaniu zwigzku przeciwbakteryjnego [176], [177].

W SEM probka jest skanowana skupiong wigzka elektronow, ktora w kontakcie z
materiatem powoduje emisje elektronow wtornych oraz elektrondow wstecznie
rozproszonych. Detekcja tych elektrondéw pozwala uzyska¢ obrazy topografii
powierzchni probki. Ten rodzaj mikroskopii elektronowej dostarcza trojwymiarowych
obrazéw powierzchni bakterii o duzej glebi ostrosci, umozliwiajac oceng zmian w obrebie
powierzchni §ciany komorkowej, membrany komorkowej, czy deformacji strukturalnych

komérki [176], [177], [178].
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Badanie przeprowadzone na szczepie E. coli potraktowanym réznymi klasami
antybiotykow wykazato, ze po ekspozycji na B-laktamy bakterie ulegaty wydtuzeniu, co
oznaczalo zaktocenie syntezy $ciany komorkowej, natomiast po dziataniu polimyksyn

obserwowano uszkodzenia blony zewnetrznej (Rysunek 15) [179].

Rysunek 15. Zdjecia TEM szczepu E. coli ATCC 25922 po traktowaniu: A) amoksycyling
z kwasem klawulanowym, B) polimyksyna B. Czarna strzatka wskazuje
wewnatrzkomorkowe zmiany strukturalne: E — wydluzenie komorki, R — przerwanie
struktury, V — wakuola, C — fimbrie typu curli oraz Pl — plazmid. Powigkszenie 4400x
[179].

4.2.2. Barwienie fluorescencyjne

Barwienie komorek bakteryjnych barwnikami fluorescencyjnymi jest jedng z
najczesciej stosowanych metod oceny integralno$ci blony cytoplazmatycznej, jej
przepuszczalno$ci oraz  zywotnosci komodrek po ekspozycji na  zwigzki

przeciwdrobnoustrojowe. Zwykle wykorzystuje si¢ barwniki, ktore nie przenikajg przez
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nienaruszong bton¢ cytoplazmatyczng, dlatego wybarwieniu ulegaja tylko komorki z
uszkodzong btona, co sugeruje zaburzenie jej integralno$ci lub $mier¢ komorki [180],
[181], [182]. Do przyktadow takich barwnikow nalezag SYTOX Green (Rysunek 16) oraz
jodek propidyny (PI), ktore po wniknieciu do komoérki z uszkodzong btong wiazg si¢ z
kwasami nukleinowymi, gldéwnie DNA. Odmienny charakter wykazuje natomiast DAPI,
ktoéry moze przenika¢ do komorek w ograniczonym stopniu i jest powszechnie stosowany

do barwienia DNA [180], [183], [184].

SYTOX Green

Rysunek 16. Komorki MRSA ATCC 43300 wybarwione barwnikami DAPI oraz SYTOX
Green po 30-minutowej inkubacji ze zwigzkiem L007-0069 w stezeniu rownym 1 x MIC
[183].

Barwienie fluorescencyjne czgsto prowadzi si¢ z wykorzystaniem ukladow
wielobarwnych, w ktérych stosuje si¢ jednocze$nie barwniki penetrujace wszystkie
komorki (np. SYTO 9) oraz barwniki wnikajace wytacznie do komorek o uszkodzonej
btonie. Podej$cie to umozliwia rownoczesng ocen¢ populacji zywych 1 uszkodzonych
komorek (ang. live/dead staining) [185], [186]. Interpretacja uzyskanych obrazow
wymaga jednak ostroznos$ci, poniewaz zwigkszona przepuszczalno$¢ btony nie zawsze
jednoznacznie oznacza $mier¢ komorki. Moze rowniez odzwierciedla¢ stan subletalnego
uszkodzenia lub przejsciowag destabilizacje¢ blony indukowang dziataniem zwigzku
przeciwdrobnoustrojowego. Dodatkowo intensywnos$¢ fluorescencji zalezy od stopnia
kondensacji DNA, czasu inkubacji oraz warunkow $rodowiskowych, takich jak pH czy
obecnos$¢ jonow, co moze wptywaé na porownywalnos¢ wynikéw [187], [188]. Z tego
wzgledu barwienie fluorescencyjne wykorzystywane do oceny integralnosci blony jest

najczesciej stosowane jako metoda jakosciowa 1 powinno by¢ interpretowane w
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potaczeniu z innymi technikami, takimi jak testy zywotno$ci komorek lub obrazowanie z

wykorzystaniem mikroskopii elektronowe;.

4.2.3. Znakowanie radionuklidami

Znakowanie antybiotykow lub innych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych
radionuklidami stanowi wazne podejscie umozliwiajace §ledzenie ich dystrybucji,
akumulacji oraz oddzialywania z komoérkami bakteryjnymi. Dzigki temu mozna
monitorowa¢, czy dany zwigzek przenika do komorek bakteryjnych, czy ulega
akumulacji w okreslonych frakcjach komorkowych lub, czy wigze si¢ z okreslonymi
strukturami takimi jak $ciana komorkowa, btona, DNA. Metoda ta moze rowniez stuzy¢
do badania loséw znakowanego zwigzku oraz jego metabolitow [189].

Catkowicie odmiennym podejSciem jest wykorzystanie radioaktywnych
prekursoréw, np. [*H]tymidyny do oceny syntezy DNA w komérce, [*HJurydyny do
oceny syntezy RNA, [*H]leucyny albo [*H]histydyny do oceny syntezy biatek. Podczas
inkubacji zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych z zawiesing bakteryjng i zastosowanym
prekursorem mozliwe jest sprawdzenie, czy dany prekursor jest wiaczany do procesu. Na
tej podstawie mozna okresli¢ wptyw badanego zwigzku na procesy biosyntetyczne, bez
koniecznosci znakowania samego chemioterapeutyku [190], [191].

Zastosowanie radioaktywnych prekursorow Dbiosyntezy makroczgsteczek
umozliwia funkcjonalng ocen¢ wplywu badanego zwiazku na kluczowe szlaki
metaboliczne. Metoda ta opiera si¢ na pomiarze stopnia inkorporacji znakowanego
prekursora do nowo syntetyzowanych makroczasteczek, co pozwala wskazacé
prawdopodobny mechanizm dziatania badanego zwigzku lub zawezi¢ zakres jego
potencjalnych celow komodrkowych. Przyktadowo, w pracy Patrzykata i in. [192]
mechanizm dziatania peptydu przeciwdrobnoustrojowego P-Der, bedacego pochodna
pleurocydyny i dermaseptyny, oceniono na podstawie analizy hamowania inkorporacji
radioaktywnych prekursorow ([°’H]tymidyny, [*HJurydyny oraz [*H]histydyny) do nowo
syntetyzowanych makromolekul w komorkach E. coli. Uzyskane wyniki wykazaty
istotne zahamowanie syntezy makromolekul, przy czym szczegélnie wyrazny efekt

obserwowano w przypadku syntezy RNA.
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I1. Hipoteza badawcza i cel pracy

W swojej pracy zatozylam, ze racjonalne modyfikacje strukturalne czasteczki
Cystapep 1 (A-20), zaprojektowane na podstawie wczesniejszych badan zaleznoS$ci
struktura-aktywnos$¢ oraz wspomagane analiza deskryptorow molekularnych i metodami
chemometrycznymi, pozwolg otrzyma¢ nowe peptydomimetyki o wysokiej aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec szczepow S. aureus, korzystnym profilu bezpieczenstwa
biologicznego oraz odpowiedniej stabilnosci w  warunkach zblizonych do
fizjologicznych.

Przyjetam, ze aktywnos¢ biologiczna analogow Cystapep 1 zalezy od réwnowagi
migdzy wiasciwos$ciami strukturalnymi i fizykochemicznymi czasteczki, takimi jak
obecno$¢ dodatnio natadowanych ugrupowan, hydrofobowo$¢, wielkos¢ czasteczki,
rozgatezienie struktury, pole powierzchni polarnej, rozpuszczalno$¢ oraz charakter
koncowych fragmentéw aromatycznych. Zatozytam rowniez, ze analiza chemometryczna
umozliwi  identyfikacje cech  molekularnych  istotnych  dla  aktywnosci
przeciwbakteryjnej, cytotoksycznosci, hemolitycznosci, stabilno$ci oraz potencjalnej
przydatnosci aplikacyjnej otrzymanych zwigzkow.

Dodatkowo postawitam hipoteze, ze mechanizm dzialania wybranych analogéw
Cystapep 1 wobec komorek MRSA ma charakter ztozony 1 nie ogranicza si¢ wytacznie
do destabilizacji btony komorkowej, lecz moze obejmowac takze zaburzenie procesoOw
wewnatrzkomorkowych, w tym biosyntezy kwasow nukleinowych i1 biatek, oraz
oddziatywanie z wybranymi sktadnikami proteomu bakteryjnego.

Glownym celem mojej pracy bylo zaprojektowanie, synteza oraz kompleksowa
charakterystyka nowych analogow czgsteczki Cystapep 1 (A-20) jako potencjalnej
klasy peptydomimetycznych zwiazkow przeciwbakteryjnych aktywnych wobec
szczepOw S. aureus, rowniez opornych na metycyling (MRSA).

Cel ten obejmowatl okreslenie zaleznosci pomiedzy ich strukturg chemiczna,
wlasciwosciami fizykochemicznymi, deskryptorami molekularnymi 1 aktywnoS$cig
biologiczng z wykorzystaniem metod SAR oraz analizy chemometrycznej, jak rowniez
ocen¢ aktywno$ci przeciwbakteryjnej, stabilno$ci i bezpieczenstwa biologicznego
otrzymanych zwigzkow. Istotnym elementem pracy byto rowniez wyjasnienie mozliwych
mechanizmow dziatania wybranych peptydomimetykéw wobec komorek MRSA, w tym
ocena ich wptywu na integralno$¢ blony komorkowej, biosynteze makroczasteczek,

biofilm bakteryjny oraz profil zmian proteomicznych.



Do osiggnigcia gtownego celu rozprawy, wyszczegélnitam nastepujace zadania

szczegotowe:

1.

Analiza dostepnych danych dotyczacych aktywnos$ci biologicznej wczesniej
otrzymanych analogdéw A-20. Przygotowanie na tej podstawie modeli
strukturalnych wybranych zwiazkéw, obliczenie deskryptoréw molekularnych
oraz przeprowadzenie analizy zaleznos$ci struktura—aktywnos¢ (SAR) i analizy
chemometrycznej. Nastepnie wykorzystanie uzyskanych wynikow do
racjonalnego zaprojektowania nowych peptydomimetykow o potencjalnie

korzystniejszych wlasciwosciach przeciwbakteryjnych.

. Synteza wybranych zaprojektowanych peptydomimetykéw metoda klasycznej

syntezy w roztworze oraz ich oczyszczenie i1 charakterystyka z wykorzystaniem

metod chromatograficznych i spektrometrycznych.

. Zbadanie aktywno$ci przeciwbakteryjnej otrzymanych peptydomimetykow

wobec szczepow bakterii Gram-dodatnich oraz wybranych zwiazkéw wobec
bakterii Gram-ujemnych poprzez oznaczenie wartosci MIC 1 MBC.
Wytypowanie najbardziej aktywnych analogdw i1 przeprowadzenie badan na
rozszerzonym panelu szczepdéw MRSA, w tym szczepdéw laboratoryjnych i
izolatow klinicznych poprzez analize¢ dynamiki wzrostu i przezywalnosci
komorek bakteryjnych. Dodatkowo okre§lenie wplywu temperatury na
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng wybranych analogow.

. Ocena stabilno$ci wybranych peptydomimetykéw w §rodowisku wodnym oraz

w ludzkim osoczu jako jednego z kluczowych parametréw ich potencjalnej

przydatnosci biologiczne;.

. Zbadanie bezpieczenstwa biologicznego otrzymanych zwigzkoéw poprzez

okreslenie ich cytotoksycznosci wobec ludzkich keratynocytow oraz aktywnosci
hemolitycznej wobec ludzkich erytrocytow.

Okres$lenie zdolnosci wybranych peptydomimetykow do redukcji biofilmu
MRSA z wykorzystaniem metod mikrobiologicznych, barwienia fioletem

krystalicznym oraz obrazowania skaningowa mikroskopig elektronows.

. Analiza mechanizmu dzialania wybranych peptydomimetykéw w komorkach

MRSA poprzez ocene ich wplywu na biosyntez¢ DNA, RNA i bialek oraz na

integralno$¢  blony  cytoplazmatycznej.  Dodatkowo  ocena  zmian
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morfologicznych komérek MRSA indukowanych przez wybrane analogi z
wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;.

. Podjecie proby identyfikacji potencjalnych celéw molekularnych dziatania
wybranych peptydomimetykow z zastosowaniem metod proteomicznych

opartych na spektrometrii mas, w tym PISA oraz FITExP.
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III. Materialy i metody

1. Analizy chemometryczne

Analizy chemometryczne wykorzystane w  niniejszej] pracy zostaly
przeprowadzone w ramach wspotpracy naukowej i byly istotnym narzedziem
wspomagajacym projektowanie nowych analogdw oraz interpretacje zalezno$ci
struktura-aktywno$¢. Nie stanowily one jednak samodzielnej czgsci eksperymentalnej
realizowanej przeze mnie, lecz zostaly wykorzystane jako wsparcie procesu
projektowania badanych peptydomimetykow.

Z tego wzgledu w rozprawie przedstawiam ich zakres, cel oraz sposob
wykorzystania, natomiast szczegoétowe aspekty obliczeniowe pozostaja czgsécia
opracowania wykonanego przez dr hab. Agnieszke Gajewicz-Skretng z Katedry Chemii
Fizycznej] Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej (do pazdziernika 2025 r.
zatrudniong w Katedrze Chemii i Radiochemii Srodowiska Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego).

M¢j udzial obejmowal przygotowanie i przekazanie struktur analizowanych
analogéw oraz danych eksperymentalnych dotyczacych ich aktywnosci biologiczne;.
Modele 3D ukazujace geometri¢ czasteczek i uktad atoméw wygenerowatam 1 poddatam
minimalizacji energii w programie Avogadro. Nastgpnie przeprowadzitam pelng
optymalizacj¢ geometrii czasteczek przy uzyciu poOlempirycznej metody PM7
zaimplementowanej w programie MOPAC2016.

Otrzymane dane przekazalam dr hab. Agnieszce Gajewicz-Skretnej, ktora na
podstawie zoptymalizowanych geometrii struktur obliczyta deskryptory molekularne, w
tym deskryptory jedno-, dwu- oraz trojwymiarowe (1D-3D). Nastepnie przeprowadzita
eksploracyjng analize danych, jakosciowe modelowanie SAR. Uzyskane wyniki zostaty

nastepnie poddane wspolnej analizie 1 interpretacji.

2. Synteza zwigzkow

Opisane nizej procedury zastosowatam jako ogdlny schemat otrzymywania
odpowiednich N-Boc-chronionych aminoalkoholi, ich pochodnych mesylowych oraz

kolejnych prekursorow wykorzystywanych w syntezie peptydomimetykow (podrozdziat



2.1). W pierwszym etapie, w zaleznosci od syntezowanego peptydomimetyku,
wychodzitam z odpowiedniego N-Boc-chronionego aminokwasu: Boc-Val-OH, Boc-Tic-
OH oraz Boc-Phg-OH.

Z-Har-OH, wykorzystany jako substrat do syntezy wybranych analogow,
zsyntezowata dr Maria Dzierzyfska z Katedry Chemii Biomedycznej, Wydziatlu Chemii
UG.

Pozostale substraty: kwasy, Boc-aminokwasy oraz Z-aminokwasy zostaly

zakupione jako zwigzki o czysto$ci co najmniej 90%.

2.1. Synteza Boc-Valinolu

Do roztworu Boc-Val-OH (23 mmol) w DCM (9,5 ml) dodatam TEA (22 mmol) i
ochtodzitam mieszaning do -18 °C. Nast¢pnie dodalam w jednej porcji chloromréwczan
izobutylu (23 mmol) i mieszalam przez 20 min. Po dodaniu NaBH4 (70 mmol)
temperatur¢ podniostam do -5 °C i powoli wkraplatam MeOH (115 ml). Po zakonczeniu
wkraplania mieszaning mieszalam jeszcze przez 15 min, a nastgpnie dodatam stezony
AcOH (3,45 ml) i kontynuowatam mieszanie przez 30 min. Rozpuszczalnik odparowatam
pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ rozpuscitam w Et;O. Faze organiczng
przemywatam kolejno 1 M HCI, 5% NaHCOs3 oraz nasyconym roztworem NaCl,
suszytam nad MgSO4, odsaczytam i odparowatam pod zmniejszonym ci$nieniem.

TLC (zel krzemionkowy, CHCI3/MeOH/AcOH 90:8:2, v/v/v) R¢= 0,41 (UV, 254
nm); wydajnos$¢ 98% (22,6 mmol).

2.2. Synteza Boc-Val¥Y[CH:-O-Ms], metanosulfonian 2-(/V-tert-
butoksykarbonyloamino)-3-metylobutanu)

Do roztworu Boc-Val¥[CH2-OH] (22,6 mmol) w DCM (40 ml) w temperaturze
0 °C dodalam TEA (25 mmol). Otrzymang mieszaning mieszalam przez 10 min.
Nastepnie wkroplitam MsCI (25 mmol) w ciggu 5 min i kontynuowatam mieszanie przez
1 h. Mieszaning¢ reakcyjng przemylam buforem fosforanowym o pH 6,6, a warstwe
organiczng suszylam nad MgSO4. Po odsaczeniu $rodka suszacego odparowatam
rozpuszczalnik pod zmniejszonym ci$nieniem.

TLC (zel krzemionkowy, cykloheksan/AcOEt 1:1, v/v) Rr= 0,33 (UV, 254 nm);
wydajnos¢ 95% (21,4 mmol).

58



2.3. Synteza Boc-Val¥|[CH:-Ns|, azydek 2-(/V-fert-butoksykarbonylo-

amino)-3-metylobutanu

Do roztworu Boc-Val?¥[CH>-O-Ms] (21 mmol) w suchym DMF (53 ml) dodatam
porcjami bromek tetrabutyloamoniowy (21 mmol) i NaN3 (110 mmol), mieszaning
mieszatam ostonieta od dostgpu do $wiatla. Postep reakcji monitorowatam za pomoca
analizy IR, do momentu uzyskania intensywnego pasma azydkowego na widmie przy
liczbie falowej réwnej okoto 2100 cm. Po zakonczeniu reakcji mieszaning
odparowatam, otrzymany osad rozpuscitam w wodzie i przeprowadzitam ekstrakcj¢ do
Et,O. Warstwe organiczng ekstrahowatam z wody, nasyconego NaCl, suszylam nad
bezwodnym MgSOs, odsaczytam i odparowatam pod zmniejszonym ci§nieniem.

IR (cm™): 3303 (N-H), 2101 (N3), 1694 (C=0), 1173 (C-O); 69% (14,5 mmol).

2.4. Synteza Boc-Val¥Y[CH:-NH:]|xHCIl, chlorowodorek 2-(/V-tert-

butoksykarbonylo-amino)-3-metylobutanu

Boc-Val¥Y[CH2-N3] (14,5 mmol) rozpuscitam w mieszaninie MeOH (45 ml) 1
CHCI3 (1,5 ml), a nastgpnie poddalam uwodornieniu katalitycznemu w obecnoS$ci
Pd/Cakiywny W atmosferze Ho. Reakcje prowadzitam do catkowitego zaniku substratu na
ptytce TLC, nie dtuzej niz 6 h. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalniki odparowatam pod
zmniejszonym ci$nieniem, a pozostato$¢ krystalizowatam z Et;0.

TLC (zel krzemionkowy, CHCI3/MeOH/AcOH 90:8:2, v/v/v) Rs = 0,05 (UV, 254
nm); wydajnos$¢ 74% (10,8 mmol).

2.5. Synteza zwigzkow

Peptydomimetyki zsyntezowatam metoda klasyczng w roztworze z zastosowaniem
strategii Boc. Wszystkie zwigzki otrzymatam wedilug analogicznej procedury 1 przy
zachowaniu jednakowych stosunkow molowych reagentow. Przykladowy przebieg

syntezy, przedstawiony dla zwigzku A-241 pokazalam na Rysunku 17.
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Arg Leu Val¥[CH:-NH:] 4-tBu-Cin-OH

Boc NH:*CI
Boc DCG/HOBt
Boc ————— OH NH,*CI HCl/dioksan
DCC/HOBt
Boc
zZ L OH NH3+C|' HCl/dioksan
DCC/HOBt
Z

Rysunek 17. Schemat syntezy zwiazku A-241 jako przyktad zastosowanej strategii przy
syntezie peptydomimetykéw, gdzie 4-tBu-Cin-OH oznacza kwas 3-(4-(tert-
butyl)fenylo)akrylowy.

Postep reakcji sprzegania oraz deprotekcji monitorowalam metodg RP-HPLC z
wykorzystaniem systemu Nexera X2 (Shimadzu) wyposazonego w kolumne analityczng
Kinetex C8, 2,6 um, 100 A, 2,1 x 100 mm, detekcja UV przy dtugosci fali 223 nm. Jako
faz¢ ruchomg stosowalam eluent A: H>O z 0,1% TFA, B: 80% ACN z 0,08% TFA.
Rozdzial chromatograficzny prowadzitam przy przeptywie 0,5 ml/min stosujac gradient
5% B do 100% B w czasie 15 min.

Deprotekcje ostony Boc aminokwaséw prowadzitam za pomocg 4 M HCl w
dioksanie. Po zakonczeniu reakcji odparowywalam rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ci$nieniem, a pozostalo$¢ wytragcatam przez dodatek Et2O.

W pierwszym etapie rozpuscitam Boc-Val¥[CH2-NH2]xHCl (1,7 mmol) w
bezwodnym THF (4 ml, §wiezo destylowanym), a nast¢pnie przy mieszaniu wkraplatam
TEA do uzyskania pH ok. 8,5. Do roztworu wprowadzilam kwas 3-(4-(tert-
butyl)fenylo)akrylowy (4-t-Bu-Cin-OH, 1,4 mmol) oraz HOBt (1,4 mmol). Mieszaning
reakcyjng schtodzitam do temperatury 0 °C, po czym porcjami dodawatam DCC
(2,2 mmol) w czasie okoto 20 minut, kontrolujac przy tym pH. Mieszanie prowadzitam
przez okoto 60 minut i ponownie sprawdzilam pH. Reakcje¢ prowadzitam przez 18 h,
monitorujac jej przebieg metoda HPLC. Po zakonczeniu reakcji wytragcony osad w
mieszaninie reakcyjnej — dicykloheksylomocznik (DCU) — odsgczytam, przesacz
odparowatam, a pozostatos¢ rozpuscitam w AcOEt. Otrzymang mieszaning poddatam

trzykrotnej ekstrakcji, kolejno: woda, zimnym 0,5 N HCI, nasyconym NaHCOs3 oraz
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nasyconym roztworem NaCl. Warstwe organiczng suszylam nad MgSOs4, a nastepnie
odparowatam rozpuszczalnik.

W etapie drugim otrzymany produkt Boc-Val¥W[CH2-NH]-4--Bu-Cin (1 mmol)
poddatam deprotekcji. Uzyskany HCIxVal¥W[CH2-NH]-4--Bu-Cin (0,95 mmol)
rozpuscitam w bezwodnym THF (4 ml), po czym dodatam TEA do uzyskania pH ok. 8,5.
Nastepnie dodatam Boc-Leu-OH (1,1 mmol) oraz HOBt (1,1 mmol). Mieszaning
schtodzitam do temperatury 0 °C i porcjami dodawatam DCC (1,4 mmol) przez okoto 20
minut, kontrolujac przy tym pH. Dalszg procedure przeprowadzitam analogicznie jak w
etapie pierwszym.

W trzecim etapie Boc-Leu-Val'W[CH>-NH]-4-#-Bu-Cin (0,7 mmol) poddatam deprotekc;ji,
a nastgpnie uzyskany HClxLeu-Val¥[CH>-NH]-4-t-Bu-Cin (0,62 mmol) rozpuscitam w
bezwodnym DMF (3 ml) i dodatam TEA do uzyskania pH ok. 8,5. W kolejnym kroku do
mieszaniny reakcyjnej wprowadzitam Z-Arg-OH (0,7 mmol) oraz HOBt (0,7 mmol).
Mieszaning schtodzitam do temp. 0 °C, a nastepnie w ciggu ok. 20 min porcjami
dodawatam DCC (0,9 mmol), kontrolujac przy tym pH. Mieszanie prowadzitam przez
ok. 60 min i ponownie sprawdzitam pH. Reakcje prowadzitam przez 20 h, monitorujac
jej postep. Nastepnie odsaczylam powstaty DCU, przesacz odparowatam, a surowy

produkt poddatam oczyszczaniu.

3. Oczyszczanie i charakterystyka peptydomimetykow

Dla kazdego surowego produktu peptydomimetyku dobratam indywidualne
warunki oczyszczania metoda RP-HPLC. Wstepng optymalizacje warunkow rozdziatu
prowadzitam w uktadzie izokratycznym wykorzystujac chromatograf HPLC (Shimadzu)
wyposazony w detektor PDA (Shimadzu) oraz kolumne analityczng Kromasil C8, 90 A,
4,6 x 250 mm. Analizy prowadzilam przez 60 min z detekcjg UV przy dlugosci fali
223 nm. Sktad fazy ruchomej dobieratam indywidualnie dla kazdego peptydomimetyku,

stosujac odpowiednie uktady eluentow:

a. eluent A: H,O z 0,1% TFA, eluent B: 80% ACN z 0,08% TFA,

b. eluent A: 10% roztwor 0,2 M TEAP (fosforanu trietyloamoniowego) w H:O,
eluent B: 10% roztwor 0,2 M TEAP, 65% ACN w H»O,

c. eluent A: 0,1 M roztwér octanu amonu w H>O, eluent B: 0,1 M roztwoér octanu

amonu w 65% ACN 1 H»O.
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Nastepnie proces oczyszczania zsyntezowanychpeptydomimetykow prowadzitam
stosujac RP-HPLC z wykorzystaniem potpreparatywnego zestawu chromatograficznego
ztozonego z dwoch pomp (Knauer Azura P 4.1S), detektora UV (Knauer Azura UVD
2.18) oraz kolumny Kromasil C8, 90 A, 21,2 x 250 mm. Rozdziat chromatograficzny
prowadzitam w warunkach izokratycznych, dobranych wcze$niej na podstawie analiz
wykonanych w skali analitycznej.

Do sprawdzenia czystos$ci oczyszczonych peptydomimetykow wykorzystatam
system RP-HPLC Nexera X2 (Shimadzu), kolumne analityczng Kinetex C8, 2,6 um,
100 A, 2,1 x 100 mm, detekcja UV przy dtugosci fali 223 nm, uktad faz A: H,O z 0,1%
TFA, B: 80% ACN z 0,08% TFA, przeptyw 0,5 ml/min, stosujac gradient 5% B do 100%
B w 15 minut.

W celu weryfikacji masy czasteczkowej czystych zwigzkow korzystatam ze
spektrometru mas MALDI TOF (Bruker) lub LCMS-ESI-IT-TOF (Shimadzu) z kolumna
analityczng Phenomenex Jupiter Proteo, 90 A, 4 um, 2 x 150 mm, w trybie pozytywne;

jonizacji.
4. Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne przeprowadzitam na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Gdanskiego, we wspolpracy z Katedrg Biologii Molekularnej oraz Katedra Genetyki
Molekularnej Bakterii. Oznaczenia aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej wykonywatam pod
opieka dr. Lukasza Grabowskiego, a interpretacje¢ uzyskanych wynikéw konsultowatam
z prof. dr hab. Alicja Wegrzyn. Badania mechanizmoéw dzialania z wykorzystaniem
prekursoréw znakowanych radionuklidami prowadzitam pod kierunkiem dr hab. Moniki
Maciag-Dorszynskie;.

Dlugoterminowe przechowywanie szczepow bakteryjnych odbywalo si¢ w
temperaturze —80 °C w podlozu BHI lub LB z 15% dodatkiem glicerolu jako
krioprotektanta. Przed uzyciem szczepy namnazatam zgodnie z wymaganiami danej
procedury eksperymentalne;j.

Wszystkie doswiadczenia mikrobiologiczne prowadzitam w  warunkach
aseptycznych, z uzyciem jatowego szkla laboratoryjnego, sterylnych materiatow
plastikowych oraz jalowych roztworéw i podlozy hodowlanych. Warto$¢ gestosci
optycznej (ODesoo) zawiesiny bakteryjnej dobieralam indywidualnie do rodzaju
przeprowadzanego doswiadczenia, uwzgledniajac konieczno$¢ uzyskania komorek

znajdujacych si¢ w okreslonej fazie wzrostu.
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4.1. Oznaczanie minimalnego stezenia hamujgcego wzrost bakterii

(MIC)

W celu oceny aktywno$ci przeciwbakteryjnej wszystkich zsyntezowanych
zwiazkow oznaczytam warto$ci MIC metodg seryjnych mikrorozcienczen w ptynnym
podiozu BHI (bulion z wyciggiem sercowo-mozgowym, ang. brain heart infusion broth).
Pomimo ze gléwnym obiektem zainteresowania w niniejszej pracy byly szczepy MRSA,
poczatkowy etap badan przeprowadzitam z wykorzystaniem referencyjnych szczepow
Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus ATCC 29213 oraz Streptococcus pyogenes
ATCC 19615.

Projektowanie nowych analogéw Cystapep 1 opieralo si¢ na danych
eksperymentalnych, ktore w wigkszosci uzyskano dla szczepu S. aureus ATCC 29213.
Zastosowanie tego samego modelu badawczego miato na celu pdzniejsze porownanie
aktywno$ci nowo otrzymanych peptydomimetykow z wcze$niej zsyntetyzowanymi
analogami oraz ocen¢ wptywu wprowadzonych modyfikacji strukturalnych. Dodatkowo
do badan uzytam S. pyogenes ATCC 19615 jako przedstawiciela innego gatunku bakterii
Gram-dodatnich, aby zweryfikowac, czy aktywno$¢ badanych peptydomimetykdéw nie
jest ograniczona wytacznie do S. aureus. Takie podej$cie umozliwito wstepna ocene
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej zsyntezowanych analogow wobec reprezentatywnych
bakterii Gram-dodatnich oraz identyfikacj¢ najbardziej obiecujacych zwigzkow.

W dniu poprzedzajacym test, komorki bakteryjne wysiatam metoda posiewu
redukcyjnego na agarowe podioze BHI i inkubowalam przez 24 h w 37 °C. Nastgpnego
dnia ezg pobieratam kilka pojedynczych kolonii bakteryjnych i1 zawieszalam w probowce
hodowlanej zawierajacej 10 ml jatowego podioza ptynnego BHI. Nastgpnie okreslatam
metnos¢ zawiesiny bakteryjnej za pomocg densytometru i standaryzowatam jg do
warto$ci okoto 0,5 w skali McFarlanda. W kolejnym kroku wykonatam odpowiednie
rozcienczenia w celu uzyskania inokulum o wartosci CFU (jednostka tworzaca kolonig,
ang. colony forming unit) 10° CFU/ml. Tak przygotowana zawiesine przeniostam do
dotkow plytek 96-dotkowych w objetosci 100 ul na dotek.

Roztwory peptydomimetykdéw o stezeniu poczatkowym 1024 pg/ml sporzadzitam
w trzech uktadach rozpuszczalnikéw: wodzie, 2% roztworze etanolu (EtOH) w wodzie
oraz 2% dimetylosulfotlenku (DMSO) w wodzie. Jako kontrole zastosowatam kontrole
wzrostu, tj. zawiesing bakteryjng bez dodatku zwigzku oraz odpowiednie kontrole

rozpuszczalnikdw, przy czym koncowe stgzenia rozpuszczalnikow odpowiadaty
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stezeniom zastosowanych w badanych probkach. Nastepnie do dotkow w pierwszym
rzedzie plytki (rzad A —Rysunek 18), zawierajacych zawiesine bakteryjna, dodawatam po
100 ul kazdego roztworu peptydomimetyku, uzyskujac koncowe stezenie
peptydomimetyku wynoszace 512 pg/ml. Za pomoca pipety wielokanatowej wykonatam
seri¢ dwukrotnych rozcienczen, otrzymujac zakres stezen peptydomimetykéw od 4 do
512 pg/ml (Rysunek 18). Tak przygotowane ptytki inkubowatam przez 24 h w
temperaturze 37 °C. Po zakonczeniu inkubacji okreslatam MIC na podstawie wizualnej
oceny wzrostu bakterii, ocenianego jako zmetnienie zawartosci dotkow. Za wartos¢ MIC
przyjmowatam najnizsze st¢zenie zwigzku, przy ktorym nie obserwowalam wzrostu
bakteryjnego. Doswiadczenie wykonatam dla kazdego uktadu rozpuszczalnika w trzech

powtdrzeniach technicznych.

P
)
==

Stezenie 512 pg/ml ]
Stezenie 256 pg/ml
Stezenie 128 pg/ml
Stezenie 64 pg/ml
Stezenie 32 pg/ml
Stezenie 16 pg/ml
Stezenie 8 pg/ml
Stezenie 4 ug/ml

Rysunek 18. Schemat przygotowania ptytki 96-dotkowej do oznaczania wartosci MIC
metoda seryjnych mikrorozcienczen w zakresie stezen badanego zwiazku od 4 do
512 pg/ml (opracowane w BioRender).

4.2. Oznaczanie minimalnego st¢zenia bakteriobojczego (MBC)

Oznaczenie MBC przeprowadzitam poprzez pobranie po 10 pl zawiesiny z dotka,
w ktorym nie obserwowatam zmg¢tnienia podczas oznaczania MIC, oraz z dotkéw
zawierajacych wyzsze stezenie badanego zwigzku. Nastepnie pobrany materiat
wysiewalam na plytki Petriego z agarowym podtozem BHI. Po 24-godzinnej inkubacji w
temperaturze 37 °C ocenialam obecnos¢ kolonii bakteryjnych. Warto§¢ MBC okreslatam
jako najnizsze stezenie peptydomimetyku, dla ktérego nie obserwowatam wzrostu
bakterii na podtozu statym.
Dodatkowo przeprowadzitam badania MIC oraz MBC wobec wybranych szczepow
Gram-ujemnych w celu okre§lenia selektywno$ci oraz spektrum dziatania
zsyntezowanych zwigzkow. Do dalszych badan wobec bakterii Gram-ujemnych

wybratam peptydomimetyki wykazujace najwyzsza aktywno$¢ wobec badanych
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szczepodw Gram-dodatnich. Aktywnos¢ tych zwigzkéw oceniatam wobec nastgpujacych
szczepow: E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 10145 oraz A. baumannii CRAB
24133571.

4.3. Oznaczanie MIC metoda pomiaru gestosci optycznej w czasie

W celu wyznaczenia wartosci MIC wybranych peptydomimetykéw wobec
szczepow MRSA przeprowadzilam monitorowanie wzrostu bakterii na podstawie
pomiarow gestosci optycznej (OD) w czasie. Badania wykonatam na izolatach
udostgpnionych dzigki uprzejmosci mgr Krystyny Boguckiej z Wydziatu Biologii UG,

obejmujacych szczepy:

e kliniczne: MRSA 44, MRSA 342, MRSA 124, MRSA 115, MRSA 343, MRSA
352;

e laboratoryjne: MRSA RA636, MRSA RA604, MRSA RA532, MRSA 02449,
MRSA 02229;

e szczep referencyjny MSSA ATCC 29213.

W przeddzien eksperymentu przygotowatam bakteryjng hodowle nocna, poprzez
zawieszenie pojedynczej kolonii bakteryjnej w 20 ml podtoza BHI, a nast¢pnie inkubacje
przez 20 h w 37 °C z wytrzasaniem 200 rpm. Nastgpnego dnia rozcienczalam hodowle
nocng w $swiezym podtozu BHI, tak aby uzyska¢ ODeoo = 0,1. Tak przygotowang
zawiesine bakteryjng nanositam w ilosci 100 ul na dotek.

Roztwory badanych peptydomimetykow przygotowatam w roztworze 2% DMSO
w wodzie. Po zmieszaniu 100 pl zawiesiny bakteryjnej ze 100 pl roztworu

peptydomimetyku uzyskiwatam nastepujace koncowe stezenia badanych zwigzkow:

e A-20 w stezeniach 32, 64, 128 ng/ml;

o A-75,A-76 1 A-241 w stgzeniach 4, 8, 16, 32 pg/ml;
e A-238 w stezeniach 16, 32, 64 pg/ml;

e A-243 w stezeniach 8, 16, 32 pg/ml.

Do dotkow zawierajacych zawiesinge bakteryjng dodawatam peptydomimetyki w
ilosci 100 pl. Kontrole rozpuszczalnika stanowila hodowla bakteryjna z dodatkiem
rozpuszczalnika, tj. DMSO w wodzie w stezeniu koncowym 1%, bez dodatku
peptydomimetyku. Wzrost bakterii monitorowalam poprzez pomiar gestosci optycznej

przy dtugosci fali 600 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek EnSpire (PerkinElmer).
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Odczyty prowadzitam przez 20 h w 37 °C, z jednoczesnym wytrzasaniem plytki oraz
rejestracja wynikéw co 30 minut. Eksperyment wykonatam w dwodch niezaleznych

powtorzeniach biologicznych.

4.4. Okreslanie liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) w
obecnosci peptydomimetykow

Badanie przeprowadzitam na dwdch szczepach klinicznych MRSA 44 oraz MRSA
343. W celu oznaczenia liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) peptydomimetyki
rozpuszczone w DMSO dodawatam do kolb stozkowych zawierajacych zawiesing
bakteryjng przygotowang w podtozu BHI i doprowadzong do ODeoo = 0,1 (konhcowe
stezenie DMSO w zawiesinie wynosito 1%). Zwiazki stosowalam w koncowych
stezeniach: A-20 w stezeniu 128 pg/ml, A-75 — 16 pg/ml, A-76 — 8 ng/ml, A-238 — 128
pg/ml, A-241 — 8 pg/ml oraz A-243 — 16 pg/ml. Kontrole stanowita zawiesina bakteryjna
z dodatkiem DMSO w stezeniu koncowym 1%, bez dodatku peptydomimetykow. Tak
przygotowane hodowle inkubowatam w temperaturze 37 °C, z wytrzgsaniem o szybkosci
300 rpm przez 5 h.

W wyznaczonych punktach czasowych, poczawszy od 0,5 h inkubacji, co 30 min
pobieralam 100 pl zawiesiny do probowek wirowkowych 1,5 ml. Nastepnie
wykonywatam seri¢ szesciu dziesigciokrotnych rozcienczen, kazdorazowo przenoszac
100 pl zawiesiny do probowki zawierajacej 900 pl podioza BHI. Z uzyskanych
rozcienczen wysiewatam po 100 pl na powierzchni¢ podtoza statego BHI metoda na
murawe, po czym ptytki inkubowatam przez 24 h w 37 °C. Nastgpnego dnia zliczatam
kolonie bakteryjne na ptytkach umozliwiajacych wiarygodne oznaczenie liczby kolonii,
1 wyznaczatam warto$ci CFU zgodnie z Ro6wnaniem 1.

Liczba kolonii ) ] o )
CFU = — — X Wspbtczynnik rozcienczenia
Objetos¢ naniesiona

Roéwnanie 1. Wzor na obliczanie CFU/ml.

Badanie przeprowadzitam w trzech powtdérzeniach technicznych.

4.5. Wplyw temperatury inkubacji na aktywnos¢ przeciwbakteryjna

zsyntezowanych peptydomimetykow

Stabilno$¢ aktywnosci przeciwbakteryjnej po ogrzewaniu zwigzku A-20 oraz jego

pigciu analogow: A-75, A-76, A-238, A-241 1 A-243, po ogrzewaniu ocenilam poprzez
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poddanie ich roztworow dziataniu podwyzszonej temperatury tj. 70 °C 1 90 °C, przez 30
min. Roztwory peptydomimetykéw przygotowalam poprzez rozpuszczenie ich w 2%
DMSO w wodzie. Nastgpnie, w celu sprawdzenia, czy ogrzewane roztwory zachowaty
aktywnos$¢ przeciwbakteryjng, wykonalam test seryjnych mikrorozcienczen w plynnej
pozywce BHI na ptytkach 96-dotkowych, wyznaczajac wartosci MIC, a nast¢pnie
wartosci MBC. Eksperyment wykonalam w trzech powtorzeniach. Opis dalszego
postepowania w doswiadczeniu by zgodny z procedurami opisanymi w podrozdziatach

4.114.2.

5. Ocena stabilnosci wybranych peptydomimetykow w ludzkim osoczu

oraz wodzie

Badane zwiazki: A-75, A-76, A-238, A-241 i A-243 rozpuscitam w 5% roztworze
DMSO w wodzie. W celu oceny ich stabilno$ci prowadzitam inkubacje probek w
punktach czasowych 0, 1, 2, 6 1 24 h w ludzkim osoczu (lub wodzie) w 37 °C z
wytrzasaniem (300 rpm). Koncowe stezenie zwigzkéw podczas inkubacji wynosito 350
pg/ml.

Po uplywie okreslonego czasu inkubacji reakcje zatrzymywatam przez dodanie
ACN w stosunku objetosciowym 1:1 (v/v). Nastepnie probki inkubowatam w 4 °C przez
20 min, po czym wszystkie probki poddawatam wirowaniu w 4 °C przez 10 min przy
14000 rpm. Otrzymany supernatant poddawatam analizie HPLC. Eksperymenty
przeprowadzilam w trzech niezaleznych powtorzeniach.

Stabilnos¢ zwigzkow analizowatam za pomoca systemu HPLC (Shimadzu) wyposazony
w detektor PDA (Shimadzu) oraz kolumn¢ analityczng Phenomenex Luna C18, 5 um,
100 A, 4,6 x 250 mm. Rozdzial prowadzitam w 60-minutowym gradiencie od 5% do
100% fazy B (eluent A: H>O z 0,1% TFA, eluent B: 80% ACN z 0,08% TFA), z detekcja
UV przy dlugosci fali 223 nm. Stabilno$¢ zwiazkow okreslalam na podstawie zmian pola
powierzchni pikow chromatograficznych odpowiadajacych badanym zwigzkom w
kolejnych punktach czasowych, odnoszac je do pola powierzchni piku probki w czasie 0

h przygotowanej w wodzie.

6. Badania komorkowe

Wszystkie eksperymenty komorkowe prowadzitam w warunkach aseptycznych, z

uzyciem jatowego szkla laboratoryjnego, sterylnych materialéw jednorazowych oraz
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jatowych roztwordéw i podtozy hodowlanych. Badania komoérkowe wykonatam w celu
oceny bezpieczenstwa biologicznego wybranych peptydomimetykow wobec komoérek
eukariotycznych. Jako model komoérkowy zastosowatam linie HaCaT, czyli
uniesmiertelnione ludzkie keratynocyty, poniewaz komorki te stanowig uzyteczny model
nabtonka skéry w badaniach cytotoksyczno$ci zwigzkéw potencjalnie przeznaczonych
do zastosowan miejscowych. Przezywalno$¢ komorek oceniatam metoda wychwytu
czerwieni obojetnej, ktora pozwala okresli¢ aktywnos$¢ zywych komodrek na podstawie

zdolnosci do akumulacji barwnika w lizosomach.

6.1. Badanie cytotoksycznosci wybranych peptydomimetykow wobec

linii komorkowej HaCaT

6.1.1. Hodowla komorek

Lini¢ unie$miertelnionych ludzkich keratynocytow HaCaT (DKFZ, Heidelberg,
Niemcy) hodowatam w warunkach standardowych w inkubatorze z kontrolowang
atmosferg (37 °C, 5% CO., atmosfera wysycona parg wodng). Komorki utrzymywatam
w podtozu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) o wysokiej zawartos$ci glukozy,
suplementowanym 10% ptodowej surowicy bydlecej (FBS), 100 jednostek/ml penicyliny
oraz 100 pg/ml streptomycyny.

Hodowle komérek prowadzitam w kolbach hodowlanych o powierzchni 25 cm? i
pasazowatam po osiggnieciu ~80% konfluencji, stosujac 0,25% roztwor trypsyny-EDTA.
Komérki przemywatam buforem Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS),
wolnym od czerwieni fenolowej oraz jonéw wapnia 1 magnezu. Stan komorek
monitorowatam za pomocg mikroskopu §wietlnego.

Po odwirowaniu zawiesiny komorkowej komorki ponownie zawiesitam w §wiezym
podtozu hodowlanym 1 wysiewalam w odpowiedniej gestosci do dalszych

eksperymentow.

6.1.2. Badanie wplywu wybranych zwigzkow na przezywalno$¢ komorek linii

HaCaT

Oceng przezywalnosci ludzkich keratynocytow w obecnosci wybranych
peptydomimetykoéw wykonatam za pomocg testu wychwytu czerwieni obojgtnej (NRU,

ang. Neutral Red Uptake). Komorki HaCaT wysiewatam w ilosci 10 000 komodrek na
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dotek hodowlanej ptytki 96-dotkowej przeznaczonej do hodowli komérkowej. Po jednym
dniu inkubacji w warunkach opisanych w podrozdziale 6.1.1 cala objetos¢ pozywki
wymienitam na $wieze podtoze hodowlane zawierajace peptydomimetyki A-20, A-75,
A-76, A-241, A-243 w stezeniach 4, 8, 16, 32, 64, 128 pug/ml oraz 1% DMSO, dla
zachowania rozpuszczalno$ci badanych zwiazkéw. Jako kontrole pozytywna
zastosowatam komorki traktowane 1% roztworem Triton X-100. Kontrole negatywna
stanowity komorki nietraktowane w standardowym podtozu hodowlanym, natomiast
kontrolg¢ rozpuszczalnika stanowity komorki nietraktowane inkubowane w podtozu
zawierajagcym 1% DMSO. Tak przygotowane ptytki inkubowatam przez 24 h.

Po zakonczeniu inkubacji usunetam pozywke ze wszystkich dotkow, przemytam
buforem DPBS i naniostam po 100 pl roztworu czerwieni obojetnej (o koncowym
stezeniu 40 png/ml) w podtozu hodowlanym, po czym inkubowatam w inkubatorze przez
3 h. Nastepnie usunetam roztwor barwnika 1 komorki przemytam buforem DPBS w celu
usunig¢cia niezwigzanego barwnika.

W kolejnym etapie dodatam 100 pl na dotek roztworu odbarwiajacego sktadajacego
si¢ z 50% EtOH, 49% wody, 1% lodowatego kwasu octowego, ktdéry umozliwial
uwolnienie czerwieni obojetnej zaabsorbowanej przez zywe komorki. Zawartos¢ dotkow
delikatnie mieszatam, po czym zmierzytam absorbancj¢ przy dlugosci fali 540 nm
wykorzystujac czytnik mikroptytek Varioskan (Thermo Scientific). Przezywalno$¢
komorek obliczatam wzgledem odpowiednich kontroli. Do§wiadczenie przeprowadzitam

w trzech niezaleznych powtorzeniach biologicznych.

6.2. OKkresSlanie aktywnoS$ci hemolitycznej

Krew ludzka zostata pozyskana od zdrowych, anonimowych dawcow. Badania
przeprowadzitam w ramach wspolpracy z dr hab. Anng Wardowska z Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, na podstawie zgody Komisji Bioetycznej ds. Badan
Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym, Uchwata nr KB/343/2024 na
prowadzenie badan z wykorzystaniem materialu biologicznego pochodzenia ludzkiego.

Ocena aktywnos$ci hemolitycznej pozwala okresli¢, czy badane peptydomimetyki
uszkadzaja btong¢ erytrocytow, prowadzac do uwolnienia hemoglobiny do supernatantu.
Badanie to jest jednym z podstawowych elementow oceny bezpieczenstwa biologicznego

zwiagzkow, zwlaszcza w kontekscie ich potencjalnego kontaktu z komdrkami krwi.
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6.2.1. Izolacja ludzkich erytrocytow z krwi

Do 4 ml $wiezo pobranej krwi obwodowej umieszczonej w probéwce wirdbwkowej
o pojemnosci 15 ml dodatam 8 ml buforu PBS. Erytrocyty wyizolowatam poprzez ich
trzykrotne zwirowanie (1500 x g, temperatura pokojowa, 10 min) i przemywanie w PBS.
Po odwirowaniu usuwalam supernatant oraz warstwe leukocytarno-ptytkowa
wykorzystujac strzykawke wyposazong w diuga igle, a osad erytrocytarny ponownie
zawieszatam w PBS. Po ostatnim przemyciu otrzymany osad erytrocytow przenositam

do nowej, sterylnej probowki wiréwkowej o pojemnosci 15 ml.

6.2.2. Badanie potencjalu hemolitycznego wybranych peptydomimetykow

Wyizolowane erytrocyty w objetosci 40 pl dodatam do 960 pl roztworu
peptydomimetyku w stezeniach: 4, 8, 16, 32, 64, 128 png/ml w probowkach wir6wkowych
o objetosci 1,5 ml. Roztwory peptydomimetykow A-20, A-75, A-238, A-241, A-243
przygotowatam w 1% roztworze EtOH w PBS. Jako kontrole pozytywna zastosowatam
erytrocyty traktowane 1% roztworem Triton X-100, a kontrolg negatywna erytrocyty w
roztworze PBS oraz erytrocyty w roztworze 1% EtOH w PBS. Probki inkubowatam przez
2 h w temperaturze 37 °C.

Po inkubacji probki wirowatam przez 5 minut w temperaturze pokojowej
(10000 x g). Nastgpnie 100 pl supernatantu przeniostam na ptytke 96-dotkowa 1
zmierzytam absorbancj¢ za pomoca czytnika mikroptytek CLARIOstar Plus (BMG
Labtech) przy dlugosci fali 540 nm. Absorbancja przy 540 nm odpowiadata ilo$ci
hemoglobiny uwolnionej z erytrocytow do supernatantu. Eksperyment wykonalam w
trzech powtorzeniach. Procent hemolizy obliczytam zgodnie ze wzorem:

%H = [(A — Ag)/(A; — Ag)] X 100,

gdzie A oznacza warto$¢ ODsso probki peptydomimetyku w danym st¢zeniu, Ao
warto$¢ ODsso probki zawierajacej erytrocyty w 1% roztworze EtOH w PBS oraz A;
pznacza wartos¢ ODs40 probki zawierajacej erytrocyty traktowane 1% roztworem Triton

X-100.

7. Ocena zdolnosci redukcji biofilmu MRSA

W celu utworzenia biofilmu zawiesing bakteryjng szczepu MRSA 44 naniostam do
dotkéw 12-dotkowej plytki w ilosci 1 ml na dotek. Biofilm tworzytam poprzez statyczng

inkubacje przez 24 h w temperaturze 37 °C. Nastepnego dnia z dotkéw usunetam podioze
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hodowlane, a biofilmy utworzone na dnie dotkéw dwukrotnie przemytam buforem PBS,
zachowujac ostrozno$¢, aby nie naruszy¢ ich struktury.

W dalszej czgsci procedury przygotowatam roztwory peptydomimetykow w
podtozu BHI z dodatkiem 1% DMSO, otrzymujac koncowe stezenia w dotku 128 pg/ml
dla zwigzku A-20 oraz 16 pg/ml dla A-76 i A-241. Jako kontrolg zastosowatam biofilm
traktowany podtozem BHI z dodatkiem 1% DMSO bez badanego zwiazku.

W kolejnym kroku kazdy z dolkow z biofilmem wypetitam 1 ml roztworu
peptydomimetyku lub roztworu kontrolnego i1 tak przygotowane ptytki ponownie
inkubowatam statycznie przez 24 h w temperaturze 37 °C. Po zakonczeniu inkubacji

usunetam roztwory z dotkéw, a nastepnie biofilmy dwukrotnie przemytam buforem PBS.

7.1. Pomiar liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) w biofilmie
MRSA

Po inkubacji biofilmow z roztworami peptydomimetykow lub roztworem
kontrolnym oraz po przemyciu biofilméw buforem PBS do kazdego dotka dodatam po
1 ml ptynnego podioza BHI. Po mechanicznym oderwaniu biofilmu od dna dotkéw
przeniostam zawarto$¢ kazdego dotka, obejmujaca podtoze i biofilm, do proboéwek
wirowkowych o pojemnosci 1,5 ml. Nastgpnie wykonatam seri¢ szeSciu rozcienczen
przenoszac kazdorazowo 100 pl zawiesiny do kolejnej probowki zawierajacej 900 pl
podtoza BHI. W kolejnym kroku z otrzymanych probowek pobratam po 100 pl zawiesiny
1 wykonalam posiew na murawe na ptytkach z podtozem statlym BHI, ktore nastepnie
inkubowatam przez 24 h w 37 °C. Nastgpnego dnia zliczalam kolonie bakteryjne na
plytkach umozliwiajacych wiarygodne oznaczenie liczby kolonii, a nastepnie

wyznaczylam CFU zgodnie z Rownaniem 1.

7.2. Ocena biomasy biofilmu metoda barwienia fioletem krystalicznym

W celu poréwnania wynikow uzyskanych réznymi metodami oceny biofilmu,
rownolegle z oznaczaniem liczby Zywych komoérek metodg metoda CFU/ml wykonano
barwienie fioletem krystalicznym. Procedurg przeprowadzono w tych samych warunkach
eksperymentalnych, a badanie wykonat dr Lukasz Grabowski z Katedry Biologii
Molekularnej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego.

Do przygotowanych dotkéw plytek z uformowanym biofilmem, dodano 0,1%

roztwor fioletu krystalicznego w wodzie w celu wybarwienia catkowitej biomasy
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biofilmu. Ptytki inkubowano statycznie w 37 °C przez 20 min. Po tym czasie usunigto
roztwor fioletu krystalicznego, a doltki przeplukano dwukrotnie buforem PBS w celu
usuni¢cia niezwigzanego barwnika. Nastepnie ptytki pozostawiono do wyschnigcia przez
15 min.

W kolejnym etapie do kazdego dotka dodano po 1 ml EtOH w celu rozpuszczenia
i odzyskania fioletu krystalicznego zwigzanego z biomasg biofilmu. Roztwor
kilkukrotnie zasysano i wypuszczano przy uzyciu pipety, aby ulatwi¢ odzyskanie
zwigzanego barwnika z powierzchni dotka. Absorbancj¢ otrzymanych roztworow
zmierzono za pomocg czytnika mikroptytek Varioskan (Thermo Scientific) przy dtugosci

fali 570 nm.

7.3. Obrazowanie biofilmu metoda skaningowej mikroskopii

elektronowej

Obrazowanie SEM zostato wykonane w Laboratorium Bioobrazowania Wydzialu
Biologii UG. Po inkubacji z peptydomimetykami lub roztworem kontrolnym oraz
dwukrotnym przemyciu buforem PBS, probki utrwalono 2,5% roztworem aldehydu
glutarowego w buforze. Nastepnie biofilmy odwadniano w szeregu wodnych roztworow
etanolu o rosngcym stezeniu 1 utrwalano wtornie z uzyciem tlenku osmu (VIII).

Po zakonczeniu przygotowywania probek za pomoca skalpela wycinatam dotki
plytek z utrwalonymi biofilmami. Ostatnim krokiem w przygotowywaniu biofilmow do
obrazowania bylo napylanie ich cienkg warstwa zlota. Obrazowanie zostato wykonane z

wykorzystaniem mikroskopu elektronowego Philips XL-30.

8. Badanie mechanizmu dzialania wybranych peptydomimetykow

W  celu wstgpnego  okreSlenia  mechanizmu  dzialania  wybranych
peptydomimetykow ocenitam ich wplyw na podstawowe procesy biosyntetyczne
zachodzace w komorkach bakteryjnych oraz na integralno$¢ btony cytoplazmatyczne;.
Analizy te pozwolity okresli¢, czy badane zwigzki oddziatuja wytacznie na ostony
komorkowe bakterii, czy moga réwniez zaburza¢ procesy wewnatrzkomoérkowe. Do
dalszych badan wybratam zwigzki (A-76, A-241 oraz strukture wiodaca A-20)
wykazujace wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec szczepow MRSA oraz
korzystny profil w badaniach mikrobiologicznych.
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8.1. Okreslanie wplywu wybranych peptydomimetykow na synteze

kwasow nukleinowych i bialek w komoérkach bakteryjnych

Wplyw wybranych peptydomimetykow na biosynteze DNA, RNA oraz biatek
ocenitam za pomocg radioaktywnie znakowanych prekursoréw, wykorzystujac
odpowiednio [*H]tymidyne, [*H]Jurydyne oraz [*H]leucyne. Hodowle bakteryjne
prowadzitam zgodnie z opisem przedstawionym w podrozdziale 4.3, z ta modyfikacja, ze
inkubacje zawiesiny bakteryjnej kontynuowatam do osiggniecia wartosci gestosci
optycznej ODgoo = 0,2.

Analize wcielenia znakowanych prekursoréw do frakcji nierozpuszczalnej w TCA
przez bakterie szczepu MRSA 44 przeprowadzitam w 24-dotkowych ptytkach
hodowlanych. Do kazdego dotka przenositam 500 pl zawiesiny bakteryjnej, po czym
dodawatam odpowiedni prekursor znakowany trytem do koncowej aktywnosci 5 uCi na
dotek. Nastepnie dodawatam peptydomimetyki rozpuszczone w DMSO do koncowego
stezenia odpowiadajacego 2 X MIC (A-20 — 32 pug/ml, A-76 oraz A-241 — 4 pg/ml).
Moment dodania peptydomimetykéw definiowatam jako punkt czasowy 0 min. Probe
kontrolng stanowita zawiesina bakteryjna z dodatkiem odpowiedniego st¢zenia DMSO w
stezeniu odpowiadajacym jego koncowemu stezeniu w probach badanych, bez dodatku
peptydomimetyku.

Inkubacj¢ z peptydomimetykami prowadzitam w temperaturze 37 °C z
jednoczesnym wytrzasaniem (300 rpm). W punktach czasowych 0, 15, 30 oraz 60 min
pobieratam probki o objetosci 50 pl, nanositam je na bibutg filtracyjng Whatman 3MM i
wytracatam frakcje nierozpuszczalng inkubujac probki w 10% TCA przez 10 min.
Nastepnie bibutg przemywatam 5% TCA, a na koncu 96% EtOH. Po wysuszeniu bibuty
filtracyjnej z naniesionymi probkami mierzytam radioaktywnos$¢ za pomocg licznika
scyntylacyjnego MicroBeta (PerkinElmer).

Wyniki wyrazitam jako liczbe zliczen na minut¢ (CPM, ang. Counts Per Minute).
Dane przedstawilam jako wzgledna inkorporacje (wcielanie) [*H]tymidyny, [*HJurydyny
lub [*H]leucyny do frakcji nierozpuszczalnej w TCA, odzwierciedlajaca odpowiednio
synteze DNA, RNA lub biatek. Do$wiadczenie przeprowadzitam w trzech niezaleznych

powtdrzeniach.
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8.2. Ocena wplywu wybranych peptydomimetykow na integralnos¢

blony cytoplazmatycznej komorek bakteryjnych

Wplyw wybranych peptydomimetykow na integralno$¢ btony cytoplazmatyczne;j
komorek bakteryjnych indukowang przez wybrane peptydomimetyki oceniatam z
wykorzystaniem barwienia komorek jodkiem propidyny (PI) oraz obrazowania TEM.

Doswiadczenia przeprowadzitam na szczepie MRSA 44. Jodek propidyny jest
barwnikiem fluorescencyjnym, ktéry nie przenika przez nieuszkodzong btong
cytoplazmatyczng, natomiast wnika do komoérek z uszkodzong lub zwigkszong
przepuszczalnos$cig btony. Po zwigzaniu z kwasami nukleinowymi, PI wykazuje wzrost
intensywnos$ci fluorescencji. Z tego wzgledu wzrost sygnatu fluorescencyjnego PI
traktowatam jako wskaznik zwickszonej przepuszczalnosci btony komodrkowe;j

indukowanej dziataniem badanych peptydomimetykow.

8.2.1. Ocena integralnosci blony komorkowej w tescie wychwytu jodku propidyny

Do dotkéw czarnej 96-dotkowej plytki naniostam badane peptydomimetyki: A-20,
A-76, A-241, tak aby uzyska¢ odpowiednie st¢zenia koncowe. Dla A-20 zastosowatam
stezenia 16, 32, 64, 128, 256, 512 ng/ml, natomiast w przypadku A-76 oraz A-241 bylo
to 2,4, 8,16, 32, 64 ng/ml. Zakresy te wynosity odpowiednio % x MIC, 2 x MIC, MIC,
2 x MIC oraz 4 x MIC dla kazdego badanego zwigzku.

Bakterie hodowatam w podtozu BHI do momentu osiggnigcia wartosci ODgoo = 0,3.
Nastepnie zawiesing bakteryjng zwirowalam, przemytam buforem PBS i ponownie
zawiesitam w PBS. Do zawiesiny bakteryjnej dodatam PI, a nast¢pnie inkubowatam
probki przez 30 min w ciemnos$ci. Po inkubacji przeniostam po 50 pl zawiesiny
bakteryjnej z PI do kazdego dotka zawierajacego badany peptydomimetyk; koncowe
stezenie koncowe PI w dotku wynosito 20 pM.

Jako kontrole negatywna zastosowalam zawiesing bakteryjna z PI bez dodatku
peptydomimetyku, natomiast kontrole pozytywna stanowila zawiesina bakteryjna
traktowana 1% roztworem Triton X-100. Emisj¢ fluorescencji mierzytam przy
dtugosciach fali wzbudzenia 1 emisji odpowiednio 538 nm 1 617 nm, w temperaturze
37 °C przez 2 godziny, z uzyciem czytnika mikroptytek CLARIOstar Plus (BMG
Labtech). Odczyty rejestrowatam co 2 minuty.

Stopien permeabilizacji btony cytoplazmatycznej obliczylam na podstawie

intensywnos$ci fluorescencji PI, odnoszac sygnal uzyskany dla probek traktowanych
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peptydomimetykami do kontroli negatywnej oraz pozytywnej. Wyniki wyrazatam jako

procent permeabilizacji btony wedhug wzoru:

%Permeabilizacji btony = [(F — Fy)/(F; — Fy)] X 100,

gdzie F oznacza warto$¢ zmierzonej fluorescencji probki peptydomimetyku w
danym stezeniu, Fo warto$¢ kontroli negatywnej oraz Fi oznacza warto§¢ zmierzonej
fluorescencji probki zawierajacej erytrocyty traktowane 1% roztworem Triton X-100.

Doswiadczenie wykonatam w trzech powtoérzeniach.

8.2.2. Obrazowanie komorek bakteryjnych za pomoca transmisyjnej mikroskopii

elektronowej

Hodowle bakteryjng szczepu MRSA 44 prowadzitam do osiagniecia warto$ci
ODe¢oo rownej 0,1, a nastepnie traktowalam peptydomimetykami: A-20 w stezeniu 64
ng/ml, A-76 1 A-241 w stezeniu 8 pug/ml (stezenia odpowiadaty wyznaczonym wczesniej
warto$ciom MIC). Badane zwigzki dodawatam w roztworze DMSO, przy czym koncowe
stezenie rozpuszczalnika w hodowli wynosito 1%. Inkubacj¢ prowadzitam w
temperaturze 37 °C z jednoczesnym wytrzgsaniem 160 rpm przez 30 min, po czym
zawiesiny bakteryjne zwirowatam, a otrzymany osad przemytam dwukrotnie PBS. Jako
kontrolg zastosowatam komorki bakteryjne inkubowane w obecnosci 1% DMSO, bez
dodatku peptydomimetykow.

Otrzymany osad bakteryjny przekazalam do Laboratorium Bioobrazowania
Wydziatu Biologii UG. Dalsze przygotowanie probek do analizy TEM obejmowato
utrwalenie materiatu biologicznego w 2,5% aldehydzie glutarowym, a nastgpnie wtorne
utrwalenie w 1% tlenku osmu (VIII) w PBS. Po odwodnieniu w szeregu wodnych
roztworoOw EtOH o rosnacym ste¢zeniu, probki zatapiano w zywicy Epon (Merck).
Ultracienkie skrawki przygotowywano przy uzyciu ultramikrotomu Leica UC7 (Leica
Microsystems), a nastgpnie kontrastowano preparatem UranyLess (Delta Microscopies)
oraz cytrynianem otowiu Reynoldsa (Delta Microscopies), a nast¢pnie analizowano w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym Tecnai G2 Spirit BlioTWIN (FEI Company)
przy napigciu przyspieszajagcym 120 kV.
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9. Analizy proteomiczne

Badania majace na celu wstepng identyfikacje potencjalnych celow molekularnych
zwigzku A-20 i jego pochodnych, z wykorzystaniem metod proteomicznych sprz¢zonych
ze spektometrig mas, wykonatam podczas stazu doktorskiego w grupie prof. Romana
Zubareva w Instytucie Biochemii Medycznej i Biofizyki Karolinska Institutet w
Sztokholmie (Szwecja).

Peptydomimetyk A-220, nieaktywny wobec S. aureus, wykorzystany w badaniach
jako zwigzek odniesienia o braku aktywno$ci przeciwbakteryjnej otrzymatam od dr Marii
Dzierzynskie;.

Zobrazowanie uzyskanych wynikdw w postaci wykresow PCA oraz analize
rozkladu danych wykonata dr hab. Agnieszka Gajewicz-Skretna z Katedry Chemii
Fizycznej, Wydziatu Chemii Politechniki Gdanskie;j.

W badaniach wykorzystatam zwigzki:

A-20;

A-76 oraz A-241 (o aktywnosci lepszej od A-20 wobec MRSA);

A-235 (o aktywnosci stabszej od A-20);

A-220 (brak aktywnos$ci wobec MRSA).

Dobor zwigzkéw o zréznicowanej aktywnos$ci miato na celu ustalenie potencjalne;j

korelacji pomig¢dzy uzyskanymi wynikami a aktywnoscig biologiczna.

9.1. Analiza integralnych zmian rozpuszczalnosci proteomu (PISA) po
inkubacji lizatu bakteryjnego MRSA 44 ze zwigzkiem A-20 i jego
pochodnymi

9.1.1. Przygotowanie materialu bakteryjnego do badan

Nocng hodowle szczepu MRSA 44 rozcienczylam w stosunku 1:100 (v/v) 1
prowadzitam hodowle do osiggniecia ODgoo = 0,6, odpowiadajacego fazie stacjonarnej
hodowli bakterii. Pobratam 18 probek po 15 ml tak przygotowanej hodowli, ktére
zwirowalam (4 °C, 2773 % g, 15 min). Nastgpnie supernatant usungtam, osad bakteryjny
przemylam buforem PBS. Probki ponownie odwirowatam i1 usung¢tam supernatant,
otrzymany osad bakteryjny zawiesitam w 400 pl buforu PBS zwierajacego inhibitory
proteaz w rozcienczeniu 1:100 (v/v). Tak przygotowane probki zamrozitam w -80 °C do

czasu ich lizy.
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9.1.2. Przygotowanie lizatu bakteryjnego oraz warunki analiz LC-MS/MS

W celu otrzymania frakcji biatkowej lizatu bakteryjnego szczepu MRSA 44
przeprowadzitam pigciokrotny cykl zamrazania 1 rozmrazania w obecnosci 0,4%
detergentu NP40, a nast¢gpnie wykonatam sonikacje w cyklu 3 s impulsu i 3 s przerwy,
przez taczny czas 1 min. Probki zwirowatam w ultrawiréwcee (4 °C, 33000 rpm, 30 min)
po czym zebratam supernatant zawierajacy rozpuszczong frakcje biatkowa i zamrozitam
go w -80 °C. W nastepnym kroku polgczylam supernatanty i zmierzytam stezenie
wyizolowanych bialek z uzyciem Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific). Stezenie biatka w lizacie wyniosto 2,8 pg/ul. Nastgpnie pobratam
odpowiednig ilo$¢ z roztworu wyjsciowego lizatu bakteryjnego i rozcienczytam buforem
PBS, tak aby st¢zenie koncowe wyniosto 1,19 pg/ul. Tak przygotowany lizat podzielitam
na 18 probek, po 990 pul zawierajacych biatko o st¢zeniu 1,19 pg/ul. Do kazdej z probek
dodatam 10 pl roztworu odpowiedniego peptydomimetyku w DMSO, tak aby koncowe
stezenie zwigzku wynosilo 11 pM. Badanie wykonatam w trzech powtorzeniach
technicznych.  Jako  kontrole¢  zastosowalam  probki lizatu  nietraktowane
peptydomimetykami, do ktorych dodatam réwnowazng objetos¢ DMSO. Schemat
przygotowywania lizatu bakteryjnego przedstawitam na Rysunek 19.
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1. lzolacja biatek z komorek bakteryjnych S. aureus
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2. Przygotowanie probek do traktowania peptydomimetykami

s S Podziat lizatu na Dodanie roztworu Razem 18 probek
Porinzlglroﬁgzeréﬁ Rozcienczenie 18 prébek o peptydomlmetyku x3 powto?zenm
wy| bialek Yy lizatu stezeniu w koncowym x5 peptydomlmetykow

1,19 pg/ml stezeniu 11 uM x1 kontrola
188950890809¢ ! | | —
Stezenie wyjsciowe Stezenie koncowe:
lizatu bakteryjnego: 1,19 pg/ml
2,8 ug/ml

Rysunek 19. Schemat przygotowania frakcji biatkowej lizatu komorek szczepu MRSA 44
oraz probek do inkubacji z peptydomimetykami w analizie PISA. Przedstawiono kolejne
etapy lizy komorek bakteryjnych, izolacji frakcji biatkowej, oznaczenia stgzenia biatka,
rozcienczenia lizatu oraz przygotowania probek zawierajacych badane peptydomimetyki
w koncowym stgzeniu 11 uM (opracowano z wykorzystaniem BioRender).

W  kolejnym kroku przeprowadzitam inkubacj¢ frakcji biatkowej lizatu
bakteryjnego z A-20 i jego analogami: A-76, A-241, A-235 1 A-220 przez 15 min w
temperaturze 25 °C. W tym celu probke podzielitam na 16 porcji, po 60 ul, i umiescitam
w proboéwkach PCR. Nastepnie probki poddatam dziataniu gradientu temperaturowego w
termocyklerze PCR w zakresie 44,1 °C —71,7 °C. W kolejnym etapie probki zamrozitam
w ciektym azocie, po czym potaczylam porcje nalezace do tej samej probki, uzyskujac
18 probek koncowych. Nastepnie oznaczytam stezenie biatka w kazdej z probek i
pobratam ilo$ci odpowiadajace 50 pg biatek.

Nastepnie przeprowadzitam etapy niezbedne do przeprowadzenia analizy
proteomicznej zgodnie z procedurg opisang przez X. Zhang et al. [174] (z niewielkimi

modyfikacjami):

1. Przeprowadzitam redukcje¢ z uzyciem DTT (ditioeterotiolu, koncowe stezenie
8 mM) przez 45 min, w 55 °C, z wytrzasaniem 300 rpm.

2. Probki zalkalizowatam wykorzystujac w tym celu IAA (jodoacetamid, koncowe
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stezenie 25 mM) przez 30 min, w ciemno$ci, w temperaturze pokojowe;.
Stracitam biatka przy uzyciu zimnego acetonu w stosunku objetosciowym 1:6
(probka:aceton). Probki pozostawitam na noc w temperaturze -20 °C.
. Nastepnego dnia probki zwirowatam (1400 x g, 10 min) i usun¢tam supernatant.
Pozostaty osad zawiesitam w 15 pl 8 M moczniku w 20 mM buforze EPPS o pH
8,2. Rozpuscitam 20 pg enzymu LysC w 480 pl 20 mM buforze EPPS o pH 8,2 i
dodatam do kazdej z prob po 16 ul w celu przeprowadzenia procesu trawienia
biatek. Trawienie prowadzitam przez 7 h, w temperaturze 30 °C, z wytrzgsaniem
300 rpm.
. Wykonatam trypsynizacj¢ prébek. W tym celu rozpuscitam 20 pg trypsyny
modyfikowanej o czystosci odpowiedniej do sekwencjonowania bialek w 40 pl
buforu dedykowanego dla trypsyny. Nastepnie dodatam 1800 pl 20 mM buforu
EPPS o pH 8,2. Do kazdej z probek dodatam po 92 pl uprzednio przygotowanego
roztworu trypsyny. Trypsynizacj¢ prowadzilam przez noc w 37 °C z
wytrzasaniem 300 rpm.
. Nastgpnego dnia wykonatam znakowanie znacznikami TMT: TMTpro 16-plex
oraz TMT TM -134C & TMT TM -135N (Thermo Fisher Scientific). Do 133 pg
kazdego znacznika dodatam 25 pl ACN. Kazda z prébek przypisatam do
konkretnego znacznika a nastgpnie przeniostam 60 upl kazdej probki do
przygotowanych znacznikéw. Reakcj¢ znakowania prowadzilam przez 2 h w
temperaturze pokojowej, w ciemnosci, z wytrzgsaniem 300 rpm.
. Zatrzymatam reakcje znakowania poprzez dodanie 0,85 pl hydroksyloaminy
(koncowe stezenie hydroksyloaminy ~0,5%). Probki inkubowatam przez 15 min.
. Probki potaczytam w jedng mieszaning 1 zatezytam w koncentratorze prozniowym
do momentu, az ACN catkowicie odparowal.
. Nastegpnie wykonalam odsalanie z wykorzystaniem kolumny tC18 SepPak
(Waters) 1 kolektora prozniowego. Probke zakwasitam TFA do pH < 3. Sekwencja
odsalania probki 1 zbierania kolejnych frakcji byta nastepujaca:

e przemylam kolumng¢ 450 pl 100% MeOH;

e przemylam kolumne 450 pl 50% roztworem ACN z dodatkiem 0,1%

TFA,
e zrownowagowatam kolumne 900 pl 0,1% wodnym roztworem TFA;

¢ naniostam probke na kolumneg;
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e przemylam kolumng 450 ul roztworem 2% ACN z dodatkiem 0,1%
TFA;

e przemylam kolumng 200 pul roztworem 2% ACN z dodatkiem 0,1%
FA;

e cluowalam peptydy 450 pl wodnym roztworem 50% ACN z
dodatkiem 0,1% FA, a nastepnie 300 pul wodnego roztworu 80% ACN

z dodatkiem 0,1% FA i kolekcjonowalam uzyskane frakcje.

10. Probke odparowatam do sucha z wykorzystaniem koncentratora prézniowego.

11.

12.

13.

Pozostaly osad rozpuscitam w 150 pl buforu zawierajacego 20 mM NH4OH w
H>O.

Przeprowadzitam frakcjonowanie z uzyciem systemu HPLC z kolektorem frakcji
1 detektorem UV (Dionex Ultimate 3000, Thermo Fisher Scientific).

Warunki frakcjonowania byly nastgpujace:

e kolumna C18, 5 um, 300 A, 2,1 mm x 250 mm (Waters);

e przeptyw 200 pl/min;

e bufor A (20 mM NH4OH w H>0O) oraz bufor B (20 mM NH4OH w
ACN);

e clucja gradientowa: od 1% do 6% buforu B w czasie od 2 do 6 min,
nastepnie do 26% B w ciggu 36 min, do 53% B w ciagu kolejnych 4
min, do 63% B w ciaggu 3 min, a nastgpnie 63% B przez 5 min;

e clucje monitorowatam przy dlugosci fali 214 nm.

Zebralam 96 frakcji po 100 pl kazda na 96-dotkowej ptytce, ktore nastepnie
zredukowatam do 48 poprzez potaczenie ze sobg kolejno roztwordéw z dotkow o
numerach 1 z49,2 z 50 ... 48 z 96. Potaczone frakcje przeniostam do probdéwek
o pojemnosci 0,5 ml i odparowatam do sucha.

Odparowane frakcje rozpuscitam w 16 pl buforu A (2% ACN, 0,1% FA, H>0).
Przeprowadzitam analize LC-MS/MS z wykorzystaniem spektrometru masowego
wyposazonego w zrddto jonizacji EASY ElectroSpray (Orbitrap Q Exactive HF,
Thermo Fisher Scientific) oraz system nanoUPLC (Ultimate 3000, Thermo Fisher
Scientific).

Warunki rozdziatu peptydow byly nastepujace:
e kolumna PepMap C18, 2 um, 100 A, 75 um x 50 cm;
e przeptyw 300 nl/min;
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e bufor A (2% ACN, 0,1% FA, H20), bufor B (98% ACN, 0,1% FA,
H>0);

e clucja gradientowa: od 4% do 26% buforu B w czasie od 5 do 91 min,
nastepnie od 26% do 95% buforu B w ciggu 9 min, po czym 5 min w
95% buforu B.

14. Widma MS rejestrowatam w zakresie stosunku masy do tadunku m/z 375-1500,
z rozdzielczoscig 120 000 przy m/z 200. Docelowa warto$¢ automatycznej
kontroli wzmocnienienia (AGC, ang. automatic gain control) ustawitam na 3 X
10%, a maksymalny czas iniekcji wynosit 100 ms. Do fragmentacji metoda
wysokoenergetycznej dysocjacji zderzeniowej (HCD, ang. higher-energy
collisional dissociation) wybralam 17 najbardziej intensywnych jondéw
peptydowych, przy ustawionej znormalizowanej energii zderzenia na poziomie
33. Prég intensywnos$ci jondéw ustawitam na 0,1%, z wykluczeniem jonow
jednokrotnie natadowanych (z = 1).

15. Widma MS/MS rejestrowatam z rozdzielczoscia 60 000, przy docelowej liczbie
2 x 10° jondéw i maksymalnym czasie iniekcji wynoszacym 120 ms. Stata warto$¢
poczatkowa m/z wynosita 100, a okno izolacji — 1,6 m/z. Instrument pracowat w
trybie dodatnich jondéw, z czasem dynamicznego wykluczenia uprzednio
wybranych prekursorowych wynoszacym 45 s.

16. Identyfikacje¢ 1 iloSciowa analize peptydoéw/bialek wykonatam przy uzyciu
oprogramowania Proteome Discoverer. Wyszukiwanie przeprowadzitam
wzgledem kompletnej bazy danych UniProt dla gatunku S. aureus.

Z dalszej analizy usunelam wszystkie bialka oznaczone jako potencjalne
zanieczyszczenia. W analizie iloSciowej uwzglednitam jedynie biatka, dla ktérych
wykryto co najmniej dwa unikalne peptydy. Otrzymane intensywnosci bialek
znormalizowatam wzgledem kontroli. Istotnos¢ statystyczng rdéznic wzgledem kontroli
ocenitam z uzyciem testu t-Studenta, przyjmujac za istotne statystycznie wyniki o
warto$ci p < 0,05. Wyznaczylam wartosci log> ze S$redniej z trzech powtdrzen
intensywnos$ci dla danego badanego zwiagzku oraz -logio(warto$¢ p), na podstawie

ktorych ustalitam ranking bialtek, jako potencjalnych celéw molekularnych.
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9.2. Funkcjonalna identyfikacja zmian proteomu po inkubacji

zawiesiny bakteryjnej MRSA 44 z A-20 i jego pochodnymi

Przygotowanie materialu bakteryjnego do badan

Nocng hodowle szczepu MRSA 44 rozcienczytam w stosunku 1:100 i
rozchodowatam do OD600 = 0,2. Z przygotowane] zawiesiny bakteryjnej pobratlam 18
probek po 15 ml kazda, a nastepnie do kazdej dodatam roztwdr odpowiedniego
peptydomimetyku rozpuszczonego w DMSO (lub kontroli) w stezeniu %2 x MIC kazdy i
inkubowatam przez 1 h w temperaturze 37 °C, z wytrzgsaniem 160 rpm.

Po zakonczeni inkubacji probki zwirowatam (4 °C, 15 min), a otrzymany osad
przemytam 500 pl buforu PBS. Nastepnie probki ponownie zwirowalam i usungtam
supernatant. Tak otrzymane probki zamrozitam w temperaturze —80 °C do czasu
przygotowania do analizy.

W kolejnym kroku wykonatam liz¢ komorek bakteryjnych zgodnie z opisem w
podrozdziale 9.1.2 a nastepnie przeprowadzitam kolejne etapy przygotowania probek

oraz analize LC-MS/MS zgodnie z procedurg opisang rowniez w podrozdziale 9.1.2.
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IV. Wyniki badan i dyskusja

1. Projektowanie analogow Cystapep 1 (A-20) z wykorzystaniem

metod chemometrycznych i analizy SAR

1.1. Analiza chemometryczna i zalozenia projektowania nowych
analogow Cystapep 1 (A-20)

Punktem wyjscia do projektowania nowych analogéw Cystapep 1 (A-20) byly
wczesniejsze wyniki  wieloletnich badan prowadzonych w Katedrze Chemii
Biomedycznej nad zalezno$ciami pomiedzy strukturg chemiczng a aktywno$cig
biologiczng tej grupy peptydomimetykéw. Na podstawie analizy dostepnych danych
[125], [127], [129], [130], [131], [132], [133], [193], [194], [195], [196], [197])
wytypowalam elementy strukturalne, majace najwigkszy wpltyw na aktywnosé
przeciwbakteryjng. Zestawienie tych zalezno$ci przedstawilam w Tabela 1 w rozdziale
1.2.3.3.

Przed przystapieniem do projektowania nowych analogow Cystapep 1 (A-20)
przygotowalam zestaw danych obejmujacy struktury A-20 oraz jego wczesniej
otrzymanych analogoéw, dla ktorych wyznaczono aktywno$¢ przeciwbakteryjng wobec
szczepu S. aureus na podstawie wartosci MIC. Zakres prac wykonanych przeze mnie w
ramach analizy chemometrycznej obejmowat czynnosci opisane w rozdziale dotyczacym
metodologii, w podrozdziale III.1.

Zebrane dane zawieraly zwigzek wyjsciowy A-20 (Rysunek 20) oraz jego analogi
roznigce si¢ m.in. charakterem reszty zasadowej w pozycji P2, rodzajem reszty
aminokwasowej w pozycji P3, budowa fragmentu peptydomimetycznego zawierajacego
zredukowany izoster wigzania amidowego w pozycji P4 oraz charakterem koncowego
ugrupowania hydrofobowego Iub aromatycznego w pozycji P5. Zestawienie to
wskazywalo, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna analogow A-20 nie zalezy od pojedynczej
cechy strukturalnej, lecz wynika ze wspodldziatania kilku parametréw w tym od
kationowosci, hydrofobowosci, rozgalezieniem podstawnikdéw, obecno$cia fragmentow
aromatycznych oraz ich przestrzennym rozmieszczeniem.

Dane te stanowily punkt wyjscia do racjonalnego zaprojektowania nowej serii
peptydomimetykow oraz do przeprowadzenia analiz chemometrycznych, a na koniec

stworzenie modelu SAR (ang. structure-activity relationship).
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Duza czg$¢ zebranych danych miala charakter wewngtrzny i nie zostata dotychczas
opublikowana, dlatego w rozprawie nie przedstawiam pelnego zestawu struktur

wszystkich zwigzkow referencyjnych wykorzystanych na etapie modelowania.

qu NH

I_l

@/\i JDL

P2 P5

Rysunek 20. Struktura chemiczna czasteczki Cystapep 1 (A-20) z oznaczeniem pigciu
obszaré6w strukturalnych P1-P5 uwzglgednianych w analizie zaleznos$ci struktura—
aktywno$¢ oraz w projektowaniu nowych analogow.

Analiza chemometryczna zostala przeprowadzona w celu okreslenia, ktore
wlasciwosci molekularne analogow A-20 s3a najscislej zwigzane z ich aktywno$cig
przeciwbakteryjng. W ramach tych badan uwzglednitam zarowno dane eksperymentalne,
w tym wartosci MIC wobec S. aureus, jak 1 deskryptory molekularne opisujace wielkos¢,
ksztalt, lipofilowo$¢, polarno$¢, rozpuszczalno$¢ oraz wilasciwosci elektronowe
czasteczek.

Wyznaczenie deskryptorow molekularnych oraz przeprowadzenie analiz
statystycznych wykonata dr hab. Agnieszka Gajewicz-Skretna z Katedry Chemii
Fizycznej Wydzialu Chemii Politechniki Gdanskiej. W analizie uwzgledniono
deskryptory opisujace wlasciwosci konstytucyjne, topologiczne, -elektronowe i
fizykochemiczne badanych czasteczek, w tym parametry zwigzane m.in. z masg
czasteczkowa, wielkos$cig, ksztaltem, lipofilowoscia, polarnoscig oraz rozpuszczalnoscia.

Uzyskane wyniki wykorzystalam nastgpnie do interpretacji zaleznosci
struktura-aktywno$¢ oraz do racjonalnego wyboru kierunkow dalszych modyfikacji
czasteczki A-20. Na podstawie wyznaczonych deskryptorow przeprowadzilam analizg
podobienstwa (Rysunek 21) analiz¢ korelacji pomigdzy wybranymi zmiennymi (Rysunek
22) oraz analiz¢ glownych sktadowych (PCA) badanych analogéw (Rysunek 23). Analiza

podobienstwa umozliwita pogrupowanie analogow A-20 wedtug ich profilu strukturalno-
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fizykochemicznego, natomiast analiza korelacji pozwolita wskaza¢ deskryptory

powiazane z aktywnoscig przeciwbakteryjna.

X > I~ o
\
P t_" r_‘_" = (g- (=) )
77 Re2 I TP TR S
BB Nod NP
N T s e
.?\] “79;% ??f /'“{\beQ)
'?\} S:_-) 'y /\ %Q
4\\;‘5‘.5‘6’ ?{/,\O_;b
09 B A1
'4‘92 B .\%?)
A~ K
4%1389 R
9 492
AA;fq PB‘”“M
-145 104
A-143 A-19
A-102 A-112
A-152 A-200
A-134 A~110
,‘1‘&39 fq'q"‘??‘

@ -
XL A 36
B ARy A, '9>
S © _?‘7\!9 7
¥ '9 Vel -7 \J (s}
¥ N V7D
C RS R A
T rEISTIL NG

AR

Rysunek 21. Analiza podobienstwa czasteczki Cystapep 1 (A-20) oraz jej analogdw na
podstawie deskryptorow molekularnych. Kolorami zaznaczono klastry zwigzkéw o
podobnym profilu strukturalno-fizykochemicznym.

Przedstawiona analiza korelacji wskazuje, ze wartos¢ MIC wobec S. aureus byta
powigzana z deskryptorami opisujacymi lipofilowos¢, rozpuszczalno$s¢ w wodzie,
objetos¢ czasteczki oraz przewidywang zdolno$¢ przenikania przez bariere skorng.
Deskryptory topologiczne, takie jak ON1V 1 ZM1V, wykazywaly natomiast zwigzek z
parametrami opisujgcymi rozpuszczalno$¢ oraz wiasciwosci transportowe. Wyniki te
sugeruja, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna analogow A-20 zalezy od réwnowagi

pomiegdzy rozmiarem czasteczki, hydrofobowoscia, polarnoscia i rozpuszczalnoscia.

85



)@;
&e’@
z &
&P
"?D ‘@J\\/ 2
& & :
&® & 33
& &P
Staphylococcus_aureus_log. 1.MIC. . «.5‘" (@c\,’
- E
Skin_permeation_LogKp | 0.26 . 4?&\ Q é{oé)
Lipophilicty LogPo.w 047 .. @ ‘@‘ycﬁ’
f\\

o o @BG

lumo -0©7| 0.03 —MG—MG. &‘3‘

Water_solubility | ogS ESOL. . -. .. 0.22 . @
GNar 0.00 -0:02 0.18 0.03 -.7-.3. 0@
ONV 052 005 05 032 009 oas.
TPSA 0.9 .-.5-4.5«3 0.01 0.09 0.57 . ,L':l e
ZM1V 024 @6 0.12 -ap5 @3 @ 053 0.66 .. & @
volume 0.48 -6 034 042 -om3 @B 027 . . .. .éo
Molecular_weight 0.41 -gi2¢ 027 004 g2 {81 038 . .... g?e

dipole 042 -l8 -004 -0:05 @23 -007| 0.07 048 0.26 0.25 0.24 0.25

&

8
homo 024 01 042 0.2 —{.2—.3 013 015 0.09 011 047 016 0.29.

-1 -0.67 -0.33 0 0.33 0.67 1

Rysunek 22. Macierz korelacji pomigdzy wybranymi deskryptorami molekularnymi
wykorzystanymi w analizie chemometrycznej analogow Cystapep 1 (A-20).

Na podstawie analizy PCA mozna stwierdzi¢, ze pierwsza sktadowa gtéwna (PC1)
byla zwigzana gléwnie z deskryptorami opisujacymi wielkos¢, ksztalt i mase czasteczek,
takimi jak ON1V, objetos¢, ZM1V, LogS oraz masa czasteczkowa. Druga sktadowa
glowna (PC2) byta natomiast powigzana przede wszystkim z parametrami opisujacymi
lipofilowos$¢, polarnos$¢ 1 wlasciwosci transportowe czasteczek, w tym MLOGP, TPSA,
LogP oraz LogKp. Wyniki te ponownie wskazuja, ze zroznicowanie badanej serii
analogow A-20 jest zwigzane przede wszystkim z parametrami opisujagcymi rozmiar
czasteczki, hydrofobowos$¢, polarnos¢ oraz rozpuszczalnos¢. W zestawieniu z
wartosciami  MIC sugeruje to, ze aktywno$¢ przeciwbakteryjna tej grupy

peptydomimetykéw zalezy od zachowania rownowagi pomigdzy tymi wlasciwos$ciami.
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Rysunek 23. Mapa korelacji przedstawiajgca zaleznosci pomigdzy logarytmiczng wartoscig MIC wobec S aureus a wybranymi deskryptorami
molekularnymi wykorzystanymi w analizie SAR analogéw Cystapep 1 (A-20). Kolor oraz wielko$¢ symboli odzwierciedlaja kierunek i sile
korelacji: wartosci dodatnie oznaczajg korelacje dodatnig, natomiast wartosci ujemne korelacje ujemna.



Podsumowujac, wnioski z analizy chemometrycznej dla wyjsciowej grupy
analogow A-20 zestawilam z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi wptywu
wybranych elementow strukturalnych na aktywno$¢ przeciwbakteryjng tej grupy
peptydomimetykow. Szczegdlne znaczenie miaty obserwacje wskazujace na korzystny
wplyw obecno$ci reszt Arg lub Har, odpowiedniego rozmieszczenia fragmentow
hydrofobowych oraz zachowania koncowych ugrupowan aromatycznych. Potaczenie
danych eksperymentalnych z wynikami analizy chemometrycznej umozliwito mi

bardziej ukierunkowane zaprojektowanie nowej serii analogdw.

1.2. Charakterystyka zaprojektowanych grup analogow Cystapep 1
(A-20) oraz model SAR

Na podstawie wynikow z analiz chemometrycznych zaprojektowalam biblioteke
nowych analogow Cystapep 1 (A-20). Przeprowadzona analiza zalezno$ci umozliwita
okreslenie elementow strukturalnych kluczowych dla aktywnosci przeciwbakteryjnej
peptydomimetykéw wobec S. aureus. W strukturze czasteczki A-20 wyroznitam pieé
pozycji modyfikacji (P1-P5) przedstawionych na Rysunek 20. Podczas projektowania
przyjelam, Ze istotne znaczenie dla zachowania wysokiej aktywno$ci wobec S. aureus
miata obecnos¢ reszty argininy w pozycji P2 oraz leucyny (ewentualnie argininy) w
pozycji P3. Niezbgednym elementem strukturalnym wplywajacym korzystnie na
aktywno$¢ byta obecno$¢ zredukowanego aminokwasu w pozycji P4, szczegoélnie
fragmentu Val¥Y[CH>-NH]. Dodatkowo wykazatam, Zze obecno$¢ hydrofobowych
fragmentéw aromatycznych, gléwnie podstawnikéw fenylowych w pozycjach P1 oraz
PS5, sprzyjata zwigekszeniu aktywnosci biologicznej zwigzkow.

Na podstawie uzyskanych zaleznosci zaprojektowatam 102 nowe analogi zwiazku
A-20, wprowadzajac modyfikacje glownie w pozycjach P2, P3, P4 oraz P5. Biblioteka
zostala zaprojektowana w oparciu o racjonalne, systematyczne modyfikacje wybranych
obszarow czgsteczki A-20, przy jednoczesnym zachowaniu elementow uznanych
wczesniej za korzystne dla aktywnosci przeciwbakteryjne;.

Nowe analogi podzielatam na kilka gtéwnych grup, rézniacych si¢ zakresem i
charakterem wprowadzanych modyfikacji. W Zalaczniku 1 przedstawitam wzory nowo

zaprojektowanych analogow w formacie SMILES.



Grupa I — analogi 7 zachowanym rdzeniem A-20 i modyfikowanym koncowym
fragmentem hydrofobowym w pozycji P5

Do tej grupy naleza zwiazki, w ktorych zachowatam zasadniczy uktad Z-Arg-Leu-
Val¥[CH2-NH], natomiast zmienialam charakter koncowego fragmentu hydrofobowego.
Wprowadzitam  podstawniki  alifatyczno-aromatyczne, = wydluzone  tancuchy
hydrofobowe lub bardziej rozbudowane uktady aromatyczne. Celem tych modyfikacji
bylo okreslenie, czy zwigkszenie hydrofobowosci oraz zmiana dlugosci 1 sztywnosci
fragmentu P5 moze poprawi¢ oddziatywanie z zewnetrznymi strukturami komérkowymi
bakterii, bez nadmiernego pogorszenia rozpuszczalnosci.

Cze$¢ struktur uwzglednionych na etapie projektowania w tej grupie (w tym
wszystkie zwigzki zsyntezowane w tej grupie) pochodzita z propozycji projektowych
prof. dr. hab. Franciszka Kasprzykowskiego z Katedry Chemii Biomedyczne;.

Do tej grupy naleza zsyntetyzowane peptydomimetyki: A-71, A-73, A-75, A-76.

Grupa Il — analogi 7 konncowymi fragmentami naftylowymi w pozycji P5

Drugg grupe stanowily zwiagzki, w ktérych fragment trans-cynamoilowy A-20
zastepowatam bardziej rozbudowanymi ugrupowaniami aromatycznymi (uktadami
naftylowymi). Przestanka do ich zaprojektowania byta obserwacja, ze obecno$¢
fragmentow aromatycznych po obu stronach czasteczki jest korzystna dla aktywnosci.
Jednoczesnie zwiazki te pozwalaly oceni¢, czy zbyt duze zwigkszenie objetosci
fragmentu P5 nie prowadzi do pogorszenia aktywnosci wskutek niekorzystnej geometrii
lub ograniczenia rozpuszczalnos$ci. Zsyntezowane zwigzki z tej grupy: A-229, A-230, A-
231, A-232, A-233.

Grupa III — analogi 7 podstawionymi fragmentami aromatycznymi w pozycji P5

W tej grupie znajduja si¢ zwiazki, w ktérych zostal zachowany aromatyczny
charakter koncowego fragmentu P5, ale modyfikowatam wlasciwosci pier§cienia
aromatycznego poprzez wprowadzenie podstawnikow zmieniajacych lipofilowosc,
rozktad elektronowy, co moglto powodowaé potencjalne oddziatywania z elementami
powierzchni komorki bakteryjnej. Projektujac t¢ grupe zalozylam, Zze umiarkowane
zmiany elektronowe i steryczne w obrebie fragmentu aromatycznego moga wptywac na
aktywno$¢ przeciwbakteryjng, a jednocze$nie pozwola unikng¢ zbyt duzego wzrostu
hydrofobowosci. Zsyntezowane peptydomimetyki z tej grupy: A-235, A-236, A-237,
A-238, A-243.

Grupa 1V — analogi 7 modyfikacjami dtugosci i charakteru Igcznika

hydrofobowego w pozycji P5
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W czwartej grupie znalazly si¢ zwiagzki, w ktorych modyfikowatam diugos¢,
elastycznos$¢ 1 stopien nasycenia koncowego fragmentu hydrofobowego. Celem byto
sprawdzenie, czy aktywno$¢ wymaga obecnosci sztywnego uktadu aromatycznego, czy
tez moze zosta¢ zachowana po wprowadzeniu bardziej elastycznego tancucha
alifatycznego lub alifatyczno-aromatycznego. Ta grupa miata znaczenie dla oceny
wpltywu geometrii P5 na aktywno$¢ oraz dla okreslenia, czy koncowy fragment
hydrofobowy wymaga specyficznego uktadu aromatycznego dla zachowania aktywnosci.
Zsyntezowane pochodne z tej grupy: A-239, A-240, A-241.

Grupa V — analogi 7 bardziej rozbudowanymi fragmentami aromatycznymi w
pozycjach P4/P5

Do piatej grupy nalezaly analogi, w ktorych wprowadzatam bardziej ztozone,
przestrzennie rozbudowane lub elektronowo zmodyfikowane fragmenty aromatyczne.
Celem tej grupy bylo sprawdzenie, czy rozszerzenie uktadu aromatycznego lub zmiana
jego charakteru moze zwigkszy¢ aktywno$¢ biologiczng poprzez zwigkszenie
oddziatywan hydrofobowych. Jednocze$nie zwiazki te pozwalaly okresli¢ zakres
dopuszczalnych modyfikacji strukturalnych czasteczki A-20 obejmujacych rozbudowane
1 sztywne ugrupowania aromatyczne. Zsyntezowane peptydomimetyki z tej grupy:
A-234, A-242, A-244, A-245, A-246, A-247, A-248.

Grupa VI — analogi lgczqgce kilka potencjalnie korzystnych modyfikacji w jednej
strukturze

Do grupy VI nalezaty zwiazki zaprojektowane jako analogi modyfikowane w
pozycji P3 1 P5. Laczytam w nich elementy uznane za potencjalnie korzystne, takie jak
obecnos$¢ zasadowego ugrupowania guanidynowego oraz odpowiednio dobrany koncowy
fragment aromatyczny lub alifatyczno-aromatyczny w pozycji P5. Celem tej grupy byto
sprawdzenie, czy potaczenie pojedynczych cech strukturalnych moze prowadzi¢ do
efektu addytywnego lub synergistycznego. Jednoczesnie celem projektowania tej grupy
bylo okreslenie wplywu dodatkowych ugrupowan guanidynowych na aktywnos¢
biologiczng, hydrofilowos$¢ oraz rozpuszczalno$¢ badanych zwigzkow. Zsyntezowane

analogi z tej grupy: A-249, A-250, A-251, A-252.

Grupa VII — analogi o zroznicowanych modyfikacjach strukturalnych
Do ostatniej grupy nalezaty analogi, ktorych modyfikacje nie wpisywaly si¢
jednoznacznie w schematy projektowe, ktore opisatam dla grup I-VI. Zwiazki te

zaprojektowatam jako analogi eksploracyjne, majace na celu poszerzenie analizowane;j
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przestrzeni chemicznej wokol czasteczki wyjsciowej A-20 oraz ocene¢ tolerancji jej
rdzenia strukturalnego na mniej typowe zmiany budowy. Chciatam sprawdzié, czy
wprowadzenie bardziej nietypowych elementow strukturalnych moze wskazaé
dodatkowe kierunki optymalizacji aktywnosci przeciwbakteryjnej. Analogi te pozwalaty
oceni¢, w jakim stopniu aktywnos$¢ biologiczna badanej klasy zwiazkéw zalezy od
zachowania klasycznego uktadu P1-P5 opisanego dla A-20, a w jakim moze by¢
modulowana przez zmiany wykraczajgce poza wczesniejsze zatozenia projektowe. W tej
grupie uwzglednitam pochodne zawierajace modyfikacje inspirowane zaréwno
wcezesniejszymi analogami Cystapep 1, jak 1 wybranymi motywami strukturalnymi
obecnymi w innych zwigzkach przeciwdrobnoustrojowych lub peptydomimetykach.
Pomimo rozwazenia szeregu dodatkowych modyfikacji strukturalnych, zaden z analogéw
nalezacych do tej grupy nie zostat skierowany do syntezy. Analiza SAR sugerowala niskie
prawdopodobienstwo uzyskania zwigzkow o korzystnej aktywnosci przeciwbakteryjne;.

Dla wszystkich zaprojektowanych struktur dr hab. Agnieszka Gajewicz-Skretna
przeprowadzila obliczenia deskryptoréw molekularnych oraz analize¢ poréwnawcza
wzgledem grupy referencyjnej pochodnych A-20, dla ktérej dostgpne byly dane
biologiczne. Przeprowadzone zostaly analiza podobienstwa, PCA oraz modelowanie
klasyfikacyjne. Uzyskane wyniki wykorzystatam do wyboru najbardziej obiecujacych
struktur do syntezy i1 dalszych badan biologicznych.Na podstawie deskryptoréw
molekularnych nowo zaprojektowanych zwiazkoéw oraz przeprowadzanych analiz
chemometrycznych dr hab. Agnieszka Gajewicz-Skretna opracowata model
klasyfikacyjny SAR z wykorzystaniem metody CART (drzewa klasyfikacyjno-
regresyjnego, ang. Classification and Regression Tree). Model ten pozwolil na
przyporzadkowanie zaprojektowanych peptydomimetykow do jednej z zatozonych trzech
klas przewidywanej aktywno$ci przeciwbakteryjnej: zwiazkow o wysokim
przewidywanym potencjale przeciwbakteryjnym, zwigzkéw o potencjale posrednim oraz
analogbw o niskim przewidywanym potencjale przeciwbakteryjnym lub

przewidywanych jako nieaktywne (Rysunek 24).
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Rysunek 24. Model klasyfikacyjny CART dla nowo zaprojektowanych analogoéw
Cystapep 1 (A-20), przedstawiajacy podzial zaprojektowanych peptydomimetykow na
trzy klasy przewidywanej aktywnos$ci przeciwbakteryjnej na podstawie wybranych
deskryptoréw molekularnych.

Wyniki tego modelowania miaty charakter predykcyjny i stuzyly jako niezwykle
przydatne narzgdzie wspomagajace selekcje struktur do syntezy. Ostateczny wybor
zwigzkow wymagal jednak uwzglednienia rowniez kryteriow praktycznych, takich jak
dostgpnos¢ substratéw, zgodnos$¢ proponowanych modyfikacji z opracowang $ciezka
syntetyczng oraz mozliwos$¢ oczyszczenia produktéw do stopnia umozliwiajacego ich
dalszg charakterystyke 1 badania biologiczne. Do syntezy wytypowalam przede
wszystkim analogi zaklasyfikowane jako zwigzki o wysokim lub posrednim potencjale
przeciwbakteryjnym wobec S. aureus.

Powszechng strategia racjonalnego projektowania nowych zwigzkoéw jest
wykorzystanie metod opartych na strukturze celu molekularnego tj. dokowanie
molekularne. Jednak podejécie to wymaga znajomosci biatka docelowego 1 sposobu jego
oddziatywania z ligandem [198]. W przypadku A-20 i jego pochodnych bezposredni cel
molekularny nie zostal dotychczas jednoznacznie okreslony, dlatego projektowanie
nowych analogéw oparfam na analizie danych eksperymentalnych, analizie
chemometrycznej oraz metodach SAR. Metody te umozliwiaja identyfikacj¢ cech

strukturalnych istotnych dla aktywnosci biologicznej oraz wspomagaja przewidywanie
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wlasciwo$ci nowych analogow jeszcze przed ich synteza, co pozwala ograniczy¢ liczbe

otrzymywanych zwigzkéw 1 zwigkszy¢ efektywnos$¢ procesu projektowania [199].

2. Synteza i charakterystyka otrzymanych peptydomimetykow

W wyniku wieloetapowych syntez prowadzonych klasyczng metoda w roztworze,
z zastosowaniem strategii Boc, otrzymatam 28 peptydomimetykow, ktoérych nazwy i
struktury przedstawilam w Tabela 2. Podczas syntez wykonywatam reakcje sprzggania
prowadzace do utworzenia wigzan amidowych, aktywowane z zastosowaniem uktadu
DCC/HOBt. Zastosowanie HOBt pozwalato ograniczy¢ racemizacje aktywowanych
pochodnych aminokwasowych oraz zmniejszy¢ udzial reakcji ubocznych zwigzanych z
tworzeniem nietrwatych pochodnych O-acyloizomocznikowych, co zwigkszato
efektywnos$¢ tworzenia wigzania amidowego. Postep reakceji sprz¢gania monitorowatam
metoda HPLC, co umozliwialo kontrole stopnia przereagowania reagentdw oraz
optymalizacje czasu prowadzenia reakcji. W przypadku niepelnego przeksztalcenia
reagentow dodawatam do mieszaniny reakcyjnej dodatkowa porcje czynnika
sprzegajacego (DCC) i1 kontynuowalam reakcje sprzegania, co pozwalalo zwigkszy¢
wydajno$¢ poszczegolnych etapdw syntezy.

Synteze zaprojektowanych peptydomimetykéw rozpoczetam od wieloetapowych
modyfikacji odpowiednich Boc-aminokwaséw, prowadzacych do otrzymania
kluczowego fragmentu strukturalnego Val¥[CH:-NH] lub jego zmodyfikowanego
odpowiednika, zaleznie od zaprojektowanej struktury danego analogu. Fragment ten jest
niezbednym elementem strukturalnym czasteczki A-20 1 jej pochodnych, poniewaz
wprowadza peptydomimetyczny izoster wigzania peptydowego oraz wplywa na
wlasciwos$ci  konformacyjne 1 biologiczne tej klasy zwigzkéw. Po otrzymaniu
odpowiednich fragmentow strukturalnych prowadzilam dalsza synteze metoda
klasycznej syntezy w roztworze.W toku syntez zaobserwowatam narastajgce trudnosci
zwigzane z rozpuszczalnoscig kolejnych produktow posrednich, szczegdlnie w
przypadku bardziej rozbudowanych struktur. Z tego wzgledu duza czgs¢ reakcji
sprzegania prowadzitam w bezwodnym DMF, pomimo utrudnionego usuwania tego
rozpuszczalnika po zakonczeniu procesu. Wybor DMF wynikat z jego wysokiej
polarnosci oraz zdolnosci do rozpuszczania zar6wno aminokwasowych substratow, jak i
coraz bardziej hydrofobowych produktéow posrednich. Dzigki temu mozliwe byto
prowadzenie reakcji w jednorodnym srodowisku, co sprzyjato efektywnemu przebiegowi

sprzegania. Jednoczesnie wysoka temperatura wrzenia DMF utrudniata jego usunigcie po
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zakonczeniu reakcji. DMF zapewnial jednak odpowiednia rozpuszczalno$¢ zar6wno
substratow, jak 1 produktow posrednich, dlatego w wielu przypadkach byt
najkorzystniejszym rozpuszczalnikiem do prowadzenia kolejnych etapow syntezy.
Deprotekcje grup Boc prowadzitam z zastosowaniem 4M HCl w dioksanie,
uzyskujac odpowiednie chlorowodorki wykorzystywane bezposrednio w kolejnych
etapach syntezy. Powstajacy podczas reakcji sprzegania nierozpuszczalny DCU
usuwatam poprzez filtracje, natomiast produkty posrednie izolowalam gloéwnie za
pomocg ekstrakcji. Ze wzgledu na dtugotrwaty 1 mato efektywny proces krystalizacji w
przypadku cze$ci otrzymanych peptydomimetykdéw zrezygnowatam z izolacji produktow
ta metoda po kazdym etapie sprzegania. Takie podejscie pozwolito uprosci¢ procedurg
syntezy oraz skroci¢ czas otrzymywania docelowych peptydomimetykow, jednak wigzato
si¢ z otrzymywaniem produktéw posrednich o nizszym stopniu czystosci. W
konsekwencji koncowy etap oczyszczania metodg preparatywnej RP-HPLC czgsto byt
bardziej wymagajacy, poniewaz konieczne byto oddzielenie produktu docelowego od
pozostatosci reagentdw, produktéw ubocznych sprzegania oraz zanieczyszczen
pochodzacych z wezesniejszych etapdw syntezy.
Tabela 2. Symbole oraz struktury chemiczne zsyntezowanych i oczyszczonych
peptydomimetykow.
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Oczyszczanie zsyntezowanych peptydomimetykéw prowadzilam z uzyciem
preparatywnego RP-HPLC z zastosowaniem elucji izokratycznej. Dla kazdego zwigzku
konieczny byl indywidualny doboér udzialu eluentu B w uktadzie faz ruchomych,
umozliwiajacy uzyskanie mozliwie najlepszego rozdziatu chromatograficznego produktu
glownego. Szczegolng trudnos$¢ stanowito ustalenie odpowiedniego udzialu fazy B, co
wynikato z licznych zanieczyszczen o czasach retencji zblizonych do oczyszczanego
peptydomimetyku. Parametry oczyszczania oraz masy teoretyczne otrzymanych
zwiazkow przedstawitam w Tabela 3.

W przypadku niektorych peptydomimetykow przed wtasciwym oczyszczaniem w
warunkach elucji  izokratycznej przeprowadzilam wstepne oczyszczanie z
wykorzystaniem elucji gradientowej, majace na celu utatwienie dobierania odpowiednich
warunkow izokratycznych do gléwnego oczyszczania. Pomimo zastosowania tego
podejscia, dla zwigzkow A-232, A-249, A-250, A-251 i A-252 nie uzyskalam
odpowiedniego rozdziatu chromatograficznego umozliwiajacego izolacje produktu o
wymaganej czystosci, ani nie dobralam odpowiednich warunkow elucji izokratycznej. W
konsekwencji nie udato mi si¢ oczys$ci¢ wymienionych peptydomimetykow do stopnia
umozliwiajacego ich dalsza charakterystyke i wykorzystanie w badaniach biologicznych.
Z tego wzgledu zwigzkéw tych nie uwzglednitam w Tabela 3.

Czysto§¢ oraz tozsamo$¢ otrzymanych zwiazkow potwierdzitam za pomoca
analitycznej RP-HPLC oraz spektrometrii mas MALDI-TOF lub LC-MS-ESI-IT-TOF.
Przyktadowe chromatogramy oraz widma mas przedstawitam na Rysunek 25 1 Rysunek

26.
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Rysunek 25. Chromatogramy RP-HPLC zwiazku A-241 przed oczyszczaniem

preparatywnym (u gory) i po oczyszczaniu (na dole), zarejestrowane przy dhugosci fali
223 nm.
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Rysunek 26. Widmo mas ESI-TOF zwigzku A-241 po oczyszczeniu metodg
preparatywnego RP-HPLC. Panel gérny przedstawia pelne widmo mas, natomiast panel
dolny przedstawia sygnat po dekonwolucji. Obserwowany sygnat przy m/z 692,33

odpowiada jonowi [M+H]" oraz sygnal 346,67 odpowiada jonowi [M+2H]*" zwiazku
A-241 1 potwierdza jego tozsamos¢.
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Tabela 3. Parametry oczyszczania preparatywnego RP-HPLC oraz charakterystyka masowa otrzymanych peptydomimetykow.

Masa surowego Udzial fazy B w M
produktu y Masa Wydajnos¢ asa Obserwowany jon
Nazwa Uklad faz elucji ) teoretyczna
] poddanego ) ) 0CZYySZCZOonego oczyszczania . pseudomolekularny
zwiazku oczvszezaniu ruchomych izokratycznej roduktu [mg] (%] monoizotopowa m/z
y [%] p g 0 [g/mol]
[mg]
A-71 190 a 47 22,05 11,61 678,442 [M+H]"=680,358
A-73 175 a 49 4,35 2,49 693,458 [M+H]"=694,358
A-75 185 a 48 19,05 10,30 711,411 [M+H]"=712,253
A-76 173 b 53 14,00 8,09 707,473 [M+H]'=708,285
A-229 162 a 42 8,10 5,00 659,379 [M+H]"=660,311
A-230 180 a 29 6,94 3,89 702,397 [M+2H]*=352,183
A-231 180 a 44 10,37 5,76 659,380 [M+H]"=660,300
A-233 168 C 37 8,25 4,91 716,412 [M+2H]*=359,172
A-234 170 a 43 7,54 4,44 669,364 [M+H]"=670,265
A-235 182 a 39 16,86 9,26 623,380 [M+H]"=624,292
A-236 170 b 46 18,08 10,64 637,395 [M+H]"=638,297
A-237 180 a 45 12,47 6,93 651,411 [M+H]"=652,320
A-238 188 a 47 3491 18,57 665,426 [M+H]"=666,279
A-239 166 a 42 16,86 10,16 649,395 [M+H]"=650,286
A-240 160 a 46 4,25 2,66 631,442 [M+H]"=632,340




A-241 175 50 35,40 20,23 691,442 [M+H]"=692,330
A-242 197 43 3,56 1,81 695,380 [M+2H]**=348,631
A-243 160 51 12,80 8,00 679,442 [M+H]"=680,318
A-244 160 46 15,24 9,53 713,290 [M+2H]**=357,584
A-245 174 44 10,46 6,01 649,395 [M+H]"=650,278
A-246 158 40 22,49 14,23 725,411 [M+H]"=726,278
A-247 170 43 26,67 15,69 666,331 [M+H]"=667,200
A-248 185 37 6,88 3,72 741,421 [M+H]"=742,257
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W przypadku projektowanych peptydomimetykow, ktore zawieraly niewielka
liczbe reszt aminokwasowych oraz specyficzne fragmenty niebiatkowe, klasyczna
synteza w roztworze byla podejsciem efektywnym i zgodnym z wczesniejszymi
procedurami stosowanymi dla A-20 i jego analogéw [127], [130]. Alternatywng metoda
otrzymywania peptydow jest synteza na no$niku statym, zapoczatkowana przez
Merrifielda, szczego6lnie uzyteczna w przypadku dluzszych sekwencji peptydowych i
szybkiego otrzymywania bibliotek zwigzkow [200], [201]. W niniejszej pracy
zastosowanie syntezy w roztworze bylto jednak uzasadnione charakterem otrzymywanych
krotkich peptydomimetykow oraz konieczno$cia wprowadzania niestandardowych

fragmentow strukturalnych.
3. Badania mikrobiologiczne

3.1. Okreslenie wartosci MIC oraz MBC otrzymanych

peptydomimetykow wobec szczepow bakterii Gram-dodatnich

Pierwszym etapem oceny wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych wszystkich
otrzymanych peptydomimetykéw byto okreslenie ich aktywnosci wobec wybranych
referencyjnych szczepow bakterii Gram-dodatnich, tj. S. aureus ATCC 29213 oraz
S. pyogenes ATCC 19615. Celem przeprowadzonych doswiadczen byta wstgpna
charakterystyka ich potencjalu przeciwbakteryjnego oraz identyfikacja zwiazkow
wykazujacych najwyzsza aktywno$§¢ wobec bakterii Gram-dodatnich. W tym celu
wyznaczytam warto$ci MIC metoda seryjnych mikrorozcienczenf, a nastgpnie wartosci
MBC, ktore wyznaczytam zgodnie z procedurami opisanymi w podrozdziatach 4.1 oraz
4.2. Otrzymane wyniki pozwolily na ocen¢ zaré6wno zdolnosci badanych
peptydomimetykow do hamowania wzrostu bakterii, jak i ich dzialania bakteriobojczego.

Wykorzystana metoda seryjnych mikrorozcienczen w poditozu plynnym jest
uznawana za standard w ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej nowych zwiazkow i
zostala znormalizowana przez CLSI (Instytut Standardow Klinicznych i Laboratoryjnych
ang. Clinical and Laboratory Standards Institute). Dodatkowa zaleta tej metody byla
mozliwo$¢ przeprowadzenia oznaczen z wykorzystaniem plytek 96-dotkowych.
Zastosowanie ptytek 96-dotkowych umozliwito przeprowadzenie oznaczen w ukladzie
mikroskalowym, co pozwolilo ograniczy¢ zuzycie badanych peptydomimetykow przy

zachowaniu powtarzalnych warunkow eksperymentalnych.



Pomimo ze standardy CLSI rekomenduja stosowanie podloza Mueller-Hinton
Broth do oznaczania warto$ci MIC [202], w niniejszej pracy wykorzystatam podioze
BHI, analogicznie do wczes$niejszych badan prowadzonych dla tej grupy
peptydomimetykow. Takie podej$cie umozliwito zachowanie porownywalnosci wynikow
oraz bardziej wiarygodng ocen¢ wptywu wprowadzonych modyfikacji strukturalnych na
aktywno$¢ przeciwbakteryjna.

Ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ zsyntezowanych peptydomimetykoéw
w srodowisku wodnym, badania wykonatam z wykorzystaniem trzech rozpuszczalnikow:
wody, wodnego roztworu EtOH oraz DMSO. Roztwory wyj$ciowe przygotowatam w
uktadach zawierajacych 2% EtOH lub 2% DMSO, natomiast po zmieszaniu z zawiesing
bakteryjna koncowe st¢zenie rozpuszczalnika organicznego w dotku wynosito 1%.
Zastosowane stezenia rozpuszczalnikow organicznych nie wptywaty na wzrost komoérek
bakteryjnych, co  potwierdzitam na  podstawie = odpowiednich  kontroli
rozpuszczalnikowych, dzieki czemu mogly zosta¢ wykorzystane w dalszych badaniach
mikrobiologicznych.

Otrzymane wyniki przedstawitam w Tabela 4 oraz dla lepszego zobrazowania
réznic w aktywno$ci pomigdzy zwigzkami, w formie mapy cieplnej (Rysunek 27).
Sposréod badanych zwigzkéw najwyzsza aktywnos$cig przeciwdrobnoustrojowa
wykazywaty si¢ peptydomimetyki A-76, A-241, A-243 oraz A-248, dla ktorych wartosci
MIC oraz MBC miescity si¢ gtownie w zakresie 2-8 pg/ml. Zwiazki te wykazywaty
aktywno$¢ wyzsza niz zwigzek wyjsciowy A-20, dla ktéorego wartosci MIC/MBC
wynosity 32/32 pg/ml wobec S. aureus ATCC 29213 oraz 8/16 pg/ml wobec S. pyogenes
ATCC 19615.

Umiarkowang aktywno$¢ wobec badanych szczepéw wykazywaly zwiazki A-71,
A-73,A-75,A-231, A-237,A-238, A-239, A-240, A-245 oraz A-247, dla ktorych wartosci
MIC miescily si¢ w zakresie 8-32 pg/ml. Nizszg aktywnos¢ obserwowatam dla zwigzkow
A-229, A-233, A-234 1 A-236, dla ktorych wartosci MIC wynosily najczesciej 32-64
png/ml, zaleznie od szczepu oraz zastosowanego ukltadu rozpuszczalnikéw. Z kolei
najstabsza aktywno$¢ obserwowatam dla peptydomimetykow A-230, A-235, A-244 oraz
A-246, ktorych wartosci MIC wynosity >128 pg/ml. W przypadku tych zwigzkow
wartosci MBC byly zwykle réwne wartosciom MIC albo wyzsze od nich, a dla najstabiej
aktywnych analogéw niekiedy przekraczaty zakres badanych stezen, co wskazuje na

ograniczong aktywno$¢ bakteriobdjczg w zastosowanych warunkach do§wiadczenia.
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Tabela 4. Wartosci MIC oraz MBC badanych peptydomimetykow wobec szczepow
bakterii Gram-dodatnich.

MIC/MBC [pg/ml]

S. aureus ATCC 29213

S. pyogenes ATCC 19615

Zwiazek
H,0 1% 1% H,0 1% 1%
EtOH DMSO EtOH DMSO

A-20 32/32 32/32 32/32 8/16 8/16 8/16
A-71 16/32 16/32 16/32 16/64 16/64 16/64
A-73 8/32 8/8 8/8 8/16 8/8 8/8
A-75 16/16 8/16 8/8 16/16 16/16 16/16
A-76 * 4/4 2/2 * 2/4 2/2
A-229 64/128 64/64 64/128 64/64 64/64 64/64
A-230 >512 >512 >512  512/>512 512/>512 512/>512
A-231 32/32 32/64 32/32 16/32 32/32 32/64
A-233 64/64 64/64 64/128 64/64 64/128 64/512
A-234 32/32 32/64 32/64 64/64 32/32 64/64
A-235 128/128 128/128 128/128  128/256  128/128  128/128
A-236 64/64 32/64 64/128 64/64 32/64 32/32
A-237 16/32 16/32 16/16 16/16 16/32 16/16
A-238 16/16 16/16 16/16 16/16 16/16 16/16
A-239 32/32 32/32 16/32 32/32 32/32 32/32
A-240 32/32 32/32 16/32 32/32 16/32 16/32
A-241 * 4/8 4/4 * 4/4 4/4
A-242 - 32/64 - - 128/128 -
A-243 * 8/8 8/8 * 4/4 8/8
A-244 256/512  256/256 128/256  512/512 >512 >512
A-245 32/32 32/32 32/32 16/32 16/32 16/32
A-246 256/256  256/256  256/256  256/256  256/512  256/256
A-247 32/32 32/32 32/32 16/16 16/16 16/16
A-248 4/8 4/4 4/8 4/4 4/4 4/4

Objasnienie: wartosci podano w formacie MIC/MBC [pg/ml]; pierwsza warto$¢ oznacza
minimalne stezenie hamujace wzrost bakterii, druga — minimalne stezenie bakteriobdjcze.
Symbol ,,*” oznacza, ze badany zwigzek nie rozpuszczatl si¢ w stezeniu 1024 pg/ml w
oznacza, ze nie otrzymano wystarczajacej ilosci zwigzku, aby

H>0O, natomiast ,,-
przebadaé go w trzech rozpuszczalnikach.
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Rysunek 27. Mapa cieplna poréwnujaca aktywno$¢ przeciwbakteryjng badanych
peptydomimetykow wobec bakterii Gram-dodatnich: S. aureus ATCC 29213 oraz
S. pyogenes ATCC 19615. Przedstawiono wartosci MIC i MBC wyznaczone dla
zwigzkow rozpuszczonych w 2% DMSO. Kolor skali odpowiada wartosciom stezen w
pg/ml, przy czym nizsze warto$ci oznaczaja wigksza aktywnos$¢ przeciwbakteryjna.
Wartosci przekraczajgce najwyzsze badane stezenie sg oznaczone jako >512 pg/ml.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane peptydomimetyki wykazywaly zazwyczaj

wyzsza aktywno$¢ wobec szczepu S. pyogenes niz wobec S. aureus, co wskazuje na
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odmienng wrazliwo$¢ badanych szczepdéw referencyjnych na otrzymane zwiazki. Nie
mozna tutaj jednak stwierdzi¢ jednoznacznej selektywno$ci gatunkowej catej grupy
peptydomimetykow, poniewaz obserwowane roznice zalezaty rowniez od struktury
zwiazku.

W poréwnaniu z zwigzkiem wyjsciowym A-20 (MIC wobec S. aureus 32 pg/ml),
wiekszos¢ korzystnych modyfikacji dotyczyta koncowego fragmentu hydrofobowego P5.
Najwigkszg poprawe aktywnosci obserwowatam dla analogow, w ktoérych wprowadzitam
wydtuzone fragmenty alifatyczno-aromatyczne lub odpowiednio podstawione uktady
aromatyczne. Szczegblnie wyrazny efekt uzyskatam dla A-76 (MIC 2 pg/ml), A-241 i
A-248 (MIC 4 ng/ml) oraz A-73, A-75 1 A-243 (MIC 8 ug/ml), co sugeruje, ze
zwigkszenie hydrofobowosci 1 odpowiednie utozenie fragmentu P5 sprzyja aktywnos$ci
wobec S. aureus. Umiarkowang poprawe wzgledem A-20 wykazywaly réwniez A-71,
A-237, A-238, A-239 i A-240 (MIC 16 pg/ml). Z kolei wprowadzenie zbyt
rozbudowanych lub niekorzystnie podstawionych ugrupowan aromatycznych lub
dodatkowego ugrupowania guanidynowego prowadzilo do obnizenia aktywnosci, czego
przyktadem sg A-229, A-233, A-235, A-236, A-244 1 A-246 (MIC 64-256 pg/ml), a takze
A-230, dla ktorego MIC przekraczalo 512 pg/ml. Czg$¢ modyfikacji nie wptywata
istotnie na aktywno$¢ wzgledem A-20, jak w przypadku A-231, A-234, A-245 i A-247
(MIC 32 pg/ml). Otrzymane zalezno$ci potwierdzaja, ze aktywno$¢ tej grupy
peptydomimetykéw wymaga zachowania rownowagi pomig¢dzy hydrofobowoscia,
rozmiarem 1 geometrig fragmentu P5. Umiarkowane zwigkszenie hydrofobowosci byto
korzystne, natomiast nadmierne rozbudowanie fragmentu aromatycznego lub
zwigkszenie ladunku dodatniego czasteczki poprzez wprowadzenie ugrupowania
guanidynowego prowadzity do pogorszenia aktywnosci przeciwbakteryjne;j.

Na podstawie analizy warto$ci MIC oraz MBC wytypowatam do dalszych badan
biologicznych pie¢ peptydomimetykow, do ktorych naleza: A-75, A-76, A-238, A-241 1
A-243. Do kolejnych badan wiaczytam rowniez zwigzek A-20, ktory stanowit czasteczke
wyjsciowg i punkt odniesienia dla nowo otrzymanych analogow.

Zwigzki A-75 oraz A-238 wykazywaly nieco stabsza aktywno$¢ niz
peptydomimetyki o najkorzystniejszych wartosciach MIC/MBC, tj. A-76, A-241, A-243
1 A-248, jednak nadal charakteryzowaty si¢ korzystnym profilem przeciwbakteryjnym na
tle pozostatych otrzymanych analogéw. Ich uwzglednienie w dalszych badaniach
pozwalalo porowna¢ zwiazki o réznym poziomie aktywno$ci biologicznej, a nie

wytacznie analogi o najwyzszej aktywnosci.
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Pomimo bardzo wysokiej aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej analogu A-248, nie
wlaczytam go do pelnego panelu dalszych badan biologicznych w ramach niniejszej
rozprawy. Decyzja ta wynikata z ograniczen preparatywnych zwigzanych z otrzymaniem
odpowiedniej ilosci materialu o czystosci wymaganej do przeprowadzenia pelnego i
poréwnywalnego zakresu analiz. Ze wzgledu na obiecujaca aktywnos$¢, zwigzek A-248
zostal wybrany do dalszej optymalizacji syntetycznej, obejmujacej m.in. analize Sciezki
syntezy, warunkdw oczyszczania oraz powigkszenie skali otrzymywania. Badania te
planowane sg jako kolejny etap prac nad analogami Cystapep 1, wykraczajacy poza

zakres niniejszej rozprawy doktorskiej.

3.2. Okreslenie wartosci MIC oraz MBC wybranych

peptydomimetykow wobec szczepow bakterii Gram-ujemnych

W celu okreslenia spektrum aktywno$ci przeciwbakteryjnej badanych
peptydomimetykoéw przeprowadzilam réwniez badania wobec wybranych szczepow
bakterii Gram-ujemnych. Pozwolito mi to ocenié, czy otrzymane zwigzki wykazuja
aktywno$¢ takze wobec bakterii o odmiennej budowie komorki. Rozszerzenie badan o
szczepy E. coli, P. aeruginosa oraz A. baumannii pozwolito na wstepna ocene, czy
otrzymane zwigzki posiadajg uniwersalny mechanizm dzialania wobec bakterii oraz czy
sg zdolne do pokonywania bariery ochronnej jaka jest zewnetrzna btona komorkowa,
ktorej nie posiadajg w swojej budowie komorki bakterii Gram-dodatnich.

Uzyskane wyniki (Tabela 5) wskazuja na wyraZznie nizszg aktywno$¢ badanych
peptydomimetykow lub jej brak wobec bakterii Gram-ujemnych w poréwnaniu z
aktywnos$cig obserwowang wobec bakterii Gram-dodatnich. W niemal wszystkich
przypadkach wyznaczone st¢zenia MIC 1 MBC przekraczaty 512 pg/ml, co wskazuje, ze
zaprojektowane peptydomimetyki wykazujg aktywnos$¢ glownie wobec badanych
szczepow bakterii Gram-dodatnich.

Tabela 5. Wartosci MIC oraz MBC badanych peptydomimetykéw wobec wybranych
szczepow bakterii Gram-ujemnych.

MIC/MBC [pg/ml]|

E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC A. baumannii CRAB
Symbol
. 10145 24133571
zwigzku
1% 1% 1% 1% 1% 1%
H;O H>O H,O
EtOH | DMSO EtOH | DMSO EtOH | DMSO

108



A-20 512/>5 | 256/51 | 256/51 >512 >512 >512 >512 >512 >512

12 2 2
A-75 512 512 512 >512 >512 >512 >512 >512 >512
A-76 s >512 >512 * >512 >512 * >512 >512

A-238 | 51251 | 512/51 [ 512/>5 | >512 | >512 | >512 | >512 | >512 | >512

2 2 12
A-241 * 512 512 * >512 | >512 * >512 | >512
A-243 * 512 128 * >512 >512 * >512 >512

Symbol ,,*” oznacza, ze badany zwigzek nie rozpuszczat si¢ w stgzeniu 1024 pg/ml w
H-2O.

Podobnie jak w przypadku wcze$niej opisanych analogow Cystapep 1, badane
peptydomimetyki wykazywaly niskg aktywno$¢ wobec bakterii Gram-ujemnych. W
badaniach Jasir i in. oraz Pikuly i in. wykazano, ze Cystapep 1 dziata przede wszystkim
na bakterie Gram-dodatnie, natomiast wobec wigkszos$ci bakterii Gram-ujemnych jest
stabo aktywny lub nieaktywny [128], [130]. Ograniczona aktywno$¢ wobec E. coli, P.
aeruginosa i A. baumannii moze wynika¢ gtdéwnie z obecnosci btony zewnetrznej bakterii
Gram-ujemnych, ktora stanowi dodatkowg barierg przepuszczalnosci. Istotne znaczenie
ma réwniez selektywnos$¢ poryn, czyli biatkowych kanalow btony zewnetrznej, przez
ktore moga przenikacd tylko czasteczki o okreslonych wtasciwosciach fizykochemicznych

[203].

3.3. Ocena aktywnosci wybranych peptydomimetykow wobec szczepow

MRSA metoda monitorowania wzrostu bakterii w czasie

W nastgpnym etapie badan mikrobiologicznych ocenitam aktywno$¢ wybranych
zwiazkdéw wobec szerszego panelu szczepoéw MRSA, obejmujacego 11 izolatow, w tym
zarowno szczepy kliniczne, jak 1 laboratoryjne. Dodatkowo, badania wykonatam réwniez
dla szczepu referencyjnego S. aureus ATCC 29213, ktory zastosowatam w badaniach
wstepnych jako szczep odniesienia. Analiza wzrostu bakterii metoda pomiaru gestosci
optycznej przy dtugosci fali 600 nm (ODegoo) umozliwita mi szersza oceng¢ aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej badanych zwigzkow wobec szczepéw o zrdznicowanym
pochodzeniu. Zastosowanie takiego panelu izolatow MRSA pozwolito okresli¢, czy
obserwowana aktywno$¢ utrzymuje si¢ wobec roéznych szczepdw, czy tez zalezy od

konkretnego szczepu bakteryjnego. Badania te s3 szczegdlnie wazne w przypadku
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szczepow szpitalnych MRSA, ktore r6znig si¢ pod wzgledem mechanizméw opornosci i
wirulencji.

Zastosowane stezenia peptydomimetykow w tym badaniu wyznaczylam na
podstawie wyznaczonych wartosci MIC wzgledem szczepu S. aureus ATCC 29213.

Krzywe wzrostu badania wrazliwosci szczepow MRSA przedstawitam na
rysunkach 29 do 33. Dodatkowo wartosci MIC wyznaczone na podstawie przebiegu
krzywych wzrostu zestawitam w formie mapy cieplnej (Rysunek 28). Analizowane
szczepy MRSA cechowaly si¢ zblizong wrazliwoscig na testowane, poszczegolne
peptydomimetyki, a pomie¢dzy szczepami klinicznymi 1 laboratoryjnymi nie
obserwowatam istotnych réznic w zakresie stezen hamujacych wzrost bakterii.
Czasteczka A-20 hamowata wzrost bakterii w stezeniach 64-128 pg/ml, natomiast
pozostate analogi wykazywaly wyraznie wyzsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Najkorzystniejszy profil aktywnosci zaobserwowatam dla zwigzkow A-76 oraz A-241,
ktoére skutecznie hamowaty wzrost szczepéw MRSA juz w zakresie 4-8 pg/ml. Wysoka
aktywno$¢ wykazywal réwniez peptydomiemtyk A-75, dla ktorego efekt
bakteriostatyczny obserwowalam w wiekszo$ci szczepow przy stezeniu 8-16 pg/ml.
Sposréd zbadanych analogdéw najstabsze dziatanie wykazywat zwiazek A-238, dla
ktorego aktywnos$¢ byta najbardziej zblizona do aktywnosci zwigzku wyjsciowego A-20.

Istotng obserwacja byto réwniez szybkie zahamowanie wzrostu bakterii przez
badane peptydomimetyki. Efekt ten byl widoczny juz po 30 minutach inkubacji, co moze
wskazywac na szybki mechanizm oddziatywania z komoérkami bakteryjnymi.

Szczep kliniczny MRSA 342 wykazywal nizszg wrazliwos¢ na badane zwigzki w
poréwnaniu z pozostatymi izolatami. W przypadku tego szczepu zahamowanie wzrostu
obserwowalam przy wyzszych st¢zeniach peptydomimetykéw, niekiedy okoto jednego
rzedu wielkos$ci wyzszych niz dla pozostalych szczepow. Moze to wskazywaé na
czegsciowo odmienny profil wrazliwosci MRSA 342 na badane zwiazki.

Podsumowujac ten etap badan, uzyskane wyniki wskazuja na wzglednie
uniwersalny profil aktywnosci badanych zwigzkéw wobec rdznych szczepow MRSA,
niezaleznie od ich pochodzenia klinicznego lub laboratoryjnego.

Monitorowanie wzrostu bakterii metoda pomiaru gestosci optycznej w czasie
dostarcza informacji nie tylko o skutecznosci badanych peptydomimetykdow, ale rowniez
o kinetyce hamowania wzrostu bakterii [204]. Uzyskane krzywe wzrostu pozwolity
oceni¢, czy zwiazki sg zdolne do hamowania wzrostu bakterii bezposrednio po kontakcie,

czy tez do zahamowania wzrostu dochodzi po uptywie okre§lonego czasu. Informacji
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tych nie mozna uzyska¢ podczas samego oznaczania MIC, ktére wskazuje jedynie
informacj¢ koncowa o wartosci MIC po okre§lonym czasie inkubacji [205], [206].
Dodatkowo analiza przebiegu wzrostu bakterii ulatwita mi projektowanie kolejnych
eksperymentéw poprzez optymalizacje czaséw inkubacji oraz dobor stgzen zwigzkow

wykorzystywanych w dalszych przeprowadzonych badaniach.

A-20 128

A-75 64

A-76 32
A-238 16
A-241 8
A-243 4
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Rysunek 28. Mapa cieplna przedstawiajaca podsumowanie wynikéw MIC badanych
peptydomimetykow wobec szczepow MRSA oraz szczepu referencyjnego ATCC 29213,
okreslonych za pomoca pomiarow ggstosci optycznej w czasie.
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Rysunek 29. Krzywe wzrostu szczepoéw S. aureus w obecnosci peptydomimetyku A-20 w réznych stgzeniach. Wzrost monitorowano przez pomiar
gestosci optycznej przez 20 h. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z szeSciu powtorzen + odchylenia standardowe (SD).
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Rysunek 30. Krzywe wzrostu szczepoéw S. aureus w obecnosci peptydomimetyku A-75 w roznych stgzeniach. Wzrost monitorowano przez pomiar
gestosci optycznej przez 20 h. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z szeSciu powtorzen + odchylenia standardowe (SD).
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Rysunek 31. Krzywe wzrostu szczepdw S. aureus w obecnosci peptydomimetyku A-76 w roznych stezeniach. Wzrost monitorowano przez pomiar
gestosci optycznej przez 20 h. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z szeSciu powtorzen + odchylenia standardowe (SD).

114



MSSA ATCC 29213 MRSA 02229 MRSA 342 MRSA 44
1.5 1.09
FiEl
0:8-] Hs,vnu:nvﬁfL
1.0 ““M‘
63" ereryy ,58’ sl A
<] !,vﬂzyvmﬁ“ # S o4 :;
0.5 & P
¥ \ 024 1
e ~-«<-.m.u—_c.».gu};*'“"““'“"H“ ssssse
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1 0.0 T T T T o 1 0.0 T T T 1
0 5 10 15 20 0 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Czas [h] Czas [h] Czas [h] Czas [h]
MRSA RA636 MRSA RA532 MRSA 124 MRSA 343
1.0 1.5 1.5
0.8
o i - 1.0 - 1.0 ~:fi:i§ﬁi
3 8 H UYL s asatey
a a a poettd
O o4 . o o IR
e 054 054 7
’ X
0.2 « £ ‘i!
t L2 T TEY
O'A T T T | n'c T T 1 o'" T T T 1 o'“ T T T 1
0 5 10 15 20 0 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Czas [h] Czas [h] Czas [h] Czas [h]
MRSA 02449 MRSA RA604 MRSA 115 MRSA 352
0.8 1.0 1.59 1.09
eree sl l l
- ) H*IH‘LAL 08 0.8
<3FT Zi iy iz
g jpppestiil g 06- g o g 061
Q 04+ ¥ a =] I L a A
o k 4 ‘ O 0.4 o g T e O 044
Addsdd 3 .9 =X ¥
0247 JUReNt: vi E
{ A 111 02 /f P 0.2 71!
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1 0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Czas [h] Czas [h] Czas [h] Czas [h]
¢ 64 ug/ml 32 ug/ml + 16 pg/ml —+ Kontrola

Rysunek 32. Krzywe wzrostu szczepow S. aureus w obecnosci peptydomimetyku A-238 w réznych stezeniach. Wzrost monitorowano przez pomiar
gestosci optycznej przez 20 h. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z szeSciu powtorzen + odchylenia standardowe (SD).
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Rysunek 33. Krzywe wzrostu szczepow S. aureus w obecnos$ci peptydomimetyku A-241 w réznych ste¢zeniach. Wzrost monitorowano przez pomiar
gestosci optycznej przez 20 h. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z szeSciu powtorzen + odchylenia standardowe (SD).
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Rysunek 34. Krzywe wzrostu szczepow S. aureus w obecnosci peptydomimetyku A-243 w réznych stezeniach. Wzrost monitorowano przez pomiar
gestosci optycznej przez 20 h. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z szeSciu powtorzen + odchylenia standardowe (SD).
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Monitorowanie zmian gestosci optycznej hodowli bakteryjnej (ODeoo) jest
powszechnie stosowang metodg oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej nowych zwigzkow,
w tym peptydow i1 peptydomimetykow [207]. Metoda ta jest szeroko wykorzystywana w
badaniach nad nowymi zwigzkami przeciwdrobnoustrojowymi ze wzgledu na prostote

wykonania oraz mozliwos$¢ prowadzenia pomiaréw na mikroptytkach.

3.4. Ocena wplywu peptydomimetykow na przezywalnos¢ szczepow

MRSA metoda oznaczania CFU/ml

Do dalszych analiz wybralam dwa szczepy szpitalne MRSA 44 oraz MRSA 343,
ktore pochodza z materialu klinicznego i lepiej odzwierciedlaja problem zakazen
wywotywanych przez MRSA niz szczepy laboratoryjne. Dlatego przeprowadzitam
oznaczenie liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) (Rysunek 35), co umozliwito
poglebienie analizy wplywu badanych zwigzkow na przezywalno$¢ bakterii.

Stezenia peptydomimetykéw zastosowane w oznaczeniu CFU/ml dobratam na
podstawie wynikow badan wstepnych. Najsilniejsze dzialanie (najwicksza redukcje
CFU/ml) zaobserwowatam dla peptydomimetyku A-238, jednak efekt ten wystepowat przy
stosunkowo wysokim stezeniu wynoszacym 128 pg/ml. Po 5 h inkubacji zaobserwowatam
zmniejszenie liczby zywych komorek bakteryjnych zdolnych do tworzenia kolonii o okoto
4 rzedy wielkosci. Pozostale analogi rowniez wykazywaly zdolnos¢ do redukcji komorek
bakteryjnych, jednak w mniejszym stopniu niz A-238. Zwigzek A-20 cechowat si¢ stabym

dziataniem, pomimo zastosowania do$¢ wysokiego stezenia.
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Rysunek 35. Analiza kinetyki przezywalnosci szczepdw MRSA 44 1 343 w obecnosci
peptydomimetykow w roznych stezeniach. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia
arytmetyczna z trzech powtorzen + odchylenia standardowe (SD).

Oznaczenie liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml) przeprowadzitam dla
dwoch reprezentatywnych szczepow MRSA. W przeciwienstwie do pomiardw gestosci
optycznej, ktore odzwierciedlajg jedynie zmiany metnosci hodowli, oznaczenie CFU/ml
umozliwia ocen¢ liczby zywych komorek bakteryjnych zachowujacych zdolnos¢ do
wzrostu 1 tworzenia kolonii na podtozu statym [208], [209]. Dzigki temu metoda ta pozwala
na bardziej precyzyjng weryfikacje, czy obserwowane zahamowanie wzrostu rzeczywiscie
wigze si¢ ze zmniejszeniem liczby zywych komorek bakteryjnych.

Badania przeprowadzitam w wigkszej objetosci pozywki BHI niz poprzednie
eksperymenty wykonywane na ptytkach 96-dotkowych. Takie warunki umozliwialy

prowadzenie hodowli w ukladzie objetosciowym, zapewnialy wieksza dostepnos¢
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sktadnikow  odzywczych oraz ograniczaly wplyw czynnikow technicznych
charakterystycznych dla mikroptytek, takich jak parowanie czy efekt brzegowy.
Dos$wiadczenie przeprowadzitam dla dwoch szczepow, poniewaz jego celem nie byta
ponowna ocena spektrum aktywnosci badanych peptydomimetykéw, lecz potwierdzenie
obserwowanego wczesniej efektu przeciwbakteryjnego z wykorzystaniem metody

umozliwiajgcej bardziej bezposrednig ocene przezywalnosci bakterii.

3.5. Ocena termostabilnosci wybranych peptydomimetykow na

podstawie ich aktywnosci przeciwbakteryjnej

W celu oceny stabilno$ci badanych peptydomimetykéw po ekspozycji na
podwyzszong temperatur¢ oraz okreslenia, czy po ekspozycji na takie warunki zachowuja
one aktywno$¢ przeciwbakteryjng przeprowadzitam badania termostabilnosci.

Wartosci MIC oraz MBC wybranych peptydomimetykow po ich inkubacji w 70 oraz
90 °C wobec szczepu S. aureus ATCC 29213 przedstawitam w Tabela 6 oraz wobec szczepu
S. pyogenes ATCC 19615 w Tabela 7. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wigkszo$¢ badanych
zwigzkow zachowata aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa po ekspozycji na podwyzszong
temperature. Dla analogow A-75, A-76, A-238, A-241 oraz A-243 wartosci MIC 1 MBC po
inkubacji w temperaturze 70 °C lub 90 °C byty takie same lub r6znity si¢ nieznacznie od
warto$ci wyznaczonych dla probek niepoddanych inkubacji termiczne;.

Najwigksze zmiany zaobserwowatam dla zwigzku wyjsciowego A-20, dla ktoérego po
inkubacji w podwyzszonej temperaturze wartosci MIC 1/lub MBC byly wyzsze niz dla
probki  kontrolnej. Nie wskazuje to jednak na calkowita utrate aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej, lecz raczej na czgsciowe obnizenie aktywnosci A-20 po ekspozycji na
temperature 70 °C lub 90 °C. W przypadku pozostatych badanych analogow aktywnos$é
przeciwbakteryjna zostala zasadniczo zachowana, co sugeruje ich dobra stabilno$¢
termiczng w zastosowanych warunkach doswiadczenia.

Lepsze zachowanie aktywnosci przez analogi A-75, A-76, A-238, A-241 oraz A-243
moze wynika¢ z korzystnych modyfikacji strukturalnych wprowadzonych wzgledem A-20.
Mogty one sprzyjac stabilizacji czasteczek poprzez dodatkowe oddziatywania wodorowe,
jonowe lub hydrofobowe, ograniczajac ich podatnos¢ na zmiany pod wplywem
podwyzszonej temperatury. Mechanizm ten nie byl jednak bezposrednio badany i
wymagatby dalszej weryfikacji, np. z wykorzystaniem metod analizy strukturalnej lub

modelowania molekularnego [210], [211].
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Tabela 6. Wartosci MIC oraz MBC wybranych peptydomimetykow wobec szczepu S.
aureus ATCC 29213 po inkubacji zwigzkéw w temperaturze 70 °C oraz 90 °C.

S. aureus ATCC 29213

Analog MIC [pg/ml] MIC [pg/ml] MIC [pg/ml] | MBC [pg/ml] | MBC [ug/ml] | MBC [pg/ml]
70 °C 90 °C 70 °C 90 °C
A-20 32 64 32 32 64 64
A-75 8 8 8 16 8 8
A-76 4 4 4 4 4 4
A-238 16 16 16 16 16 16
A-241 4 4 4 8 8 8
A-243 8 8 8 8 16 8

Tabela 7. Wartosci MIC oraz MBC wybranych peptydomimetykow wobec szczepu S.
pyogenes ATCC 19615 po inkubacji zwigzkéw w temperaturze 70 °C oraz 90 °C.

S. pyogenes ATCC 19615

Analog MIC [pg/ml] MIC [pg/ml] MIC [pg/ml] | MBC [pg/ml] | MBC [pug/ml] | MBC [pg/ml]
70 °C 90 °C 70 °C 90 °C
A-20 8 32 32 16 32 32
A-T75 16 8 8 32 16 16
A-76 2 4 44 4 4 2
A-238 16 16 16 16 16 16
A-241 4 4 4 4 4 4
A-243 8 8 8 8 8 8

4. Ocena stabilnosci wybranych peptydomimetykow w wodzie i ludzkim

0socCzu

Oprocz wysokiej aktywno$ci przeciwbakteryjnej istotng cecha potencjalnych

chemioterapeutykow przeciwdrobnoustrojowych jest odpowiednia stabilno$¢ chemiczna i

metaboliczna. W celu sprawdzenia degradacji wybranych peptydomimetykéw poddatam

ocenie stabilnosci w srodowisku wodnym w celu potwierdzenia, ze nie ulegaja one

samoistnemu rozpadowi w warunkach stosowanych podczas badan chemicznych i
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mikrobiologicznych. Natomiast w celu okreslenia wrazliwosci zwigzkéw na degradacje
proteolityczng oraz oceny potencjalnych wlasciwosci farmakokinetycznych zbadatam ich
stabilno$¢ w ludzkim osoczu.

Badania przeprowadzilam poprzez inkubacj¢ zwigzkéw w wodzie i osoczu w
37 ° C. Prébki pobieratam po 0, 1, 2, 6 1 24 h, a zawarto$¢ zwigzkow w probce oznaczatam
za pomocg HPLC.

Wszystkie analizowane peptydomimetyki wykazaty wysoka stabilno§¢ w wodzie
(Rysunek 36), zachowujac po 24 h ponad 97% poczatkowej zawartosci. Natomiast w
warunkach biologicznych stabilno$¢ byta bardziej zroznicowana. Najwickszg odpornosc
na proteazy zawarte w osoczu wykazaty zwigzki A-75 oraz A-243, ktorych stabilno$¢ byta
bliska 100% w kazdym badanym czasie inkubacji. Spadkiem stabilnosci na poziomie ~90%
cechowat si¢ zwigzek A-76. W przypadku peptydomimetykow A-238 oraz szczegdlnie A-
241 widoczna byla stopniowa degradacja, osiagajac odpowiednio po 24 h ~80% oraz ~75%
warto$ci poczatkowej. Stabilno$¢ zwigzku A-20 zostata weczedniej zbadana 1 przedstawiona
w literaturze [129], gdzie wykazano jego wysoka trwatos¢ zar6wno w wodzie, jak i w
0SOCZU.

Zréznicowana stabilno$¢ zwigzkéw w ludzkim osoczu moze wynikaé nie tylko z
podatnos$ci na degradacj¢ enzymatyczna, lecz takze z ich odmiennego powinowactwa do
biatek surowicy, zwlaszcza albuminy [212], [213]. Wigzanie peptydomimetykow z
biatkami moze potencjalnie wptywac na odzysk zwigzku po strgcaniu biatek acetonitrylem,
a tym samym na obserwowane zmiany pola powierzchni pikdw chromatograficznych
[214].

Wysoka stabilno$¢ badanych peptydomimetykéw zaréwno w srodowisku wodnym
oraz ich stosunkowo dobra stabilnos¢ w ludzkiej surowicy moga by¢ zwigzane z
obecnos$cia niestandardowych elementow strukturalnych, takich jak zredukowany izoster
wigzania peptydowego oraz rozbudowane fragmentow hydrofobowych, ktére moga
ogranicza¢ dostep enzymow proteolitycznych do podatnych miejsc czasteczki. W
literaturze opisano wiele strategii poprawy stabilnosci peptydow, obejmujacych
modyfikacje koncoOw czasteczki, zmiang szkieletu peptydowego, wprowadzanie

nietypowych reszt aminokwasowych [215].
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Rysunek 36. Wykresy stabilnosci peptydomimetykow: A-75, A-76, A-238, A-241, A-243
w wodzie oraz ludzkim osoczu. Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z
trzech niezaleznych powtorzen + odchylenia standardowe (SD).

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wybrane pochodne zwigzku A-20 zachowuja
wysoka stabilno$¢ w srodowisku wodnym oraz zr6znicowang, ale nadal znaczng stabilnos¢
w ludzkim osoczu. Szczegdlne znaczenie ma odporno$¢ na degradacje w osoczu, ktore
zawiera liczne enzymy hydrolityczne zdolne do rozktadu wielu zwigzkow peptydowych.

Warto podkresli¢, ze AMPs czesto charakteryzuja si¢ staba stabilno$cia w warunkach
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fizjologicznych [216], [217]. Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane peptydomimetyki w
znacznym stopniu ograniczajg ten problem, co stanowi jedng z istotnych zalet tej grupy

zwigzkow 1 wspiera ich dalsza oceng jako potencjalnych kandydatow terapeutycznych.

5. Badania komorkowe

5.1. Wplyw wybranych peptydomimetykow na przezywalnos$¢ komorek
linii HaCaT

Ze wzgledu na czesta obecno$é szczepdw S. aureus na powierzchni skory oraz ich
udzial w zakazeniach skory i ran, przeprowadzitam ocen¢ cytotoksycznos$ci wybranych
zsyntezowanych zwigzkéw wobec ludzkiej skornej linii keratynocytow HaCaT.

W wigkszosci przypadkow wraz ze wzrostem stezenia peptydomimetyku
obserwowalam spadek zywotnos$ci komoérek (Rysunek 37). Najnizsza cytotoksycznosé
wykazywaly peptydomimetyki A-20 1 A-238. W przypadku A-238 istotne obniZenie
zywotno$ci komorek zaobserwowalam dopiero przy najwyzszym badanym st¢zeniu 128
png/ml. Zwigzek A-75 zaczynat obniza¢ zywotno$¢ komorek przy stezeniu okoto 32 pg/ml,
natomiast A-76 1 A-241 wykazywaly wyrazniejszy efekt cytotoksyczny w zakresie 32—128
pg/ml. Dla zwiazku A-243 Zzywotno$¢ komorek pozostawala na stosunkowo wysokim
poziomie w zakresie stezen aktywnych przeciwbakteryjnie. W zakresie 4-16 pg/ml zaden
z badanych peptydomimetykéw nie powodowal istotnego obnizenia zywotno$ci komorek

HaCaT.
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Rysunek 37. Cytotoksyczno$¢ peptydomimetykow A-20, A-75, A-76, A-238, A-241, A-243
wobec linii komorkowej HaCaT po 24 h inkubacji. Procent Zywotno$ci komorek
obliczytam wzgledem kontroli negatywnej (komorki nietraktowane). Wyniki zostaty
przedstawione jako $rednia arytmetyczna (n=9) + odchylenia standardowe (SD). Analize
statystyczng wykonatam metodg one-way ANOVA, gdzie *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%*p<0,0001.

Jednym z gléwnych wyzwan w rozwoju peptydow przeciwdrobnoustrojowych jest
zachowanie rownowagi pomiedzy wysoka aktywnos$cig przeciwbakteryjng a niska
toksyczno$cig wobec komorek gospodarza [79], [218]. Z tego wzgledu przeprowadzitam
badania cytotoksyczno$ci wobec ludzkich keratynocytow. Uzyskane wyniki wykazaty, ze
badane zwigzki nie wywieraly dziatania cytotoksycznego w zakresie stezen
odpowiadajacych wartosciom MIC wyznaczonym dla szczepéw MRSA. Wyniki te
sugeruja korzystng selektywnos¢ dziatania badanych peptydomimetykow wobec komorek
bakteryjnych w poréwnaniu z komorkami HaCaT, szczegdlnie w zakresie stezen
aktywnych przeciwbakteryjnie. Jednoczesnie obserwowane obnizenie Zywotnosci
komorek przy wyzszych stezeniach, zwlaszcza dla A-76 1 A-241, wskazuje na koniecznosé¢

uwzglednienia zakresu terapeutycznego przy dalszej ocenie tych zwiazkow.
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5.2. Ocena aktywnosci hemolitycznej wybranych peptydomimetykow

W  celu dodatkowej oceny bezpieczenstwa badanych peptydomimetykow
przeprowadzitam analize¢ ich aktywno$ci hemolitycznej wobec ludzkich erytrocytow.
Czerwone krwinki stanowig prosty model uszkodzenia bton komédrek eukariotycznych,
dlatego ich uszkodzenie moze wskazywaé na nieswoiste, btonowo-destabilizujace
dziatanie badanych zwigzkow. Wysoki poziom hemolizy wskazuje na potencjalnie wysoka
toksycznos¢ wobec komorek eukariotycznych, natomiast jej niski poziom, szczegdlnie w
zakresie stezen aktywnych przeciwbakteryjnie, $wiadczy o bezpieczenstwie i
selektywno$ci dziatania.

Zwiazek A-20 nie wykazywat istotnego potencjatlu hemolitycznego w zadnym z
badanych stezen (Rysunek 38). Jego analogi nie wykazywaty dziatania hemolitycznego w
zakresie stezen od 4 do 32 pg/ml. Peptydomimetyki A-75 oraz A-243 powodowaly jedynie
niewielka hemolize w stezeniu 64 pg/ml, zwigzek A-238 indukowat hemoliz¢ jedynie w
najwyzszym badanym st¢zeniu, tj. 128 pg/ml. Analog A-241 wykazywal wyrazniejszy

potencjat hemolityczny wobec erytrocytow przy stezeniu powyzej 32 pg/ml.
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Rysunek 38. Aktywno$¢ hemolityczna zwigzku A-20 1 jego analogéw po 2 h inkubacji.
Procent hemolizy obliczono wzgledem kontroli pozytywnej (1% roztwoér Triton X-100).
Wyniki przedstawiono jako $rednig arytmetyczng z trzech powtdrzen + odchylenia
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standardowe (SD). Analize statystyczng wykonano metoda one-way ANOVA, gdzie
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

Na Rysunku 39 przedstawilam przyktadowe zdjecie probek po inkubacji ze
zwigzkiem A-75. Stopien zabarwienia supernatantu odzwierciedla poziom hemolizy 1
uwolnienia hemoglobiny. W probie kontrolnej negatywnej (PBS) nie odnotowatam
hemolizy, natomiast w kontroli pozytywnej (1% Triton X-100) zaobserwowatam catkowitg

hemolizg.

1% Triton
X-100

Rysunek 39. Przykladowe zdjecie probek po inkubacji z peptydomimetykiem A-75.
Intensywno$¢ zabarwienia supernatantu odzwierciedla stopien hemolizy 1 ilo§¢ uwolnione;j
hemoglobiny.

Analiza aktywno$ci hemolitycznej jest standardowym etapem charakterystyki
nowych  zwigzkow  przeciwdrobnoustrojowych,  poniewaz  wiele  peptydow
przeciwdrobnoustrojowych, pomimo wysokiej aktywnosci wobec bakterii, moze
wykazywac zdolno$¢ do uszkadzania komorek gospodarza [219], [220]. Wynika to zwykle
zr6znic w sktadzie i tadunku blon bakteryjnych oraz eukariotycznych, a takze z rownowagi
migdzy kationowo$cig, hydrofobowos$cia i1 amfipatycznoscig czasteczki [221]. W
literaturze przedstawiono, ze dla a-helikalnych peptydow przeciwdrobnoustrojowych
wzrost hydrofobowosci moze zwigksza¢ aktywnos$¢ hemolityczng, natomiast aktywnosé
przeciwbakteryjna zwykle wymaga optymalnego, a nie maksymalnego poziomu
hydrofobowosci [222].

Uzyskane wyniki wykazaty, ze badane zwigzki nie powodowaly istotnej hemolizy w
zakresie stgzen odpowiadajacych wartosciom MIC wyznaczonym wobec szczepow
MRSA, tak jak w przypadku badania cytotoksycznosci. Jednocze$nie wzrost hemolizy przy
wyzszych stezeniach, zwtlaszcza dla zwigzku A-241, wskazuje na koniecznos$¢ dalszej

oceny zakresu terapeutycznego oraz bezpieczenstwa tego zwigzku.

127



6. Ocena zdolnosci wybranych peptydomimetykow do redukcji biofilmu

MRSA

Kolejnym etapem moich badan byto sprawdzenie, czy otrzymane peptydomimetyki
sg zdolne do redukcji biofilmu utworzonego przez szczep bakterii MRSA 44. Biofilm
stanowi wyzwanie terapeutyczne, poniewaz komorki wystepujace w tej formie wykazuja
znacznie wigkszg opornos¢ na dziatanie zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych niz komorki
planktoniczne analizowane w poprzednich doswiadczeniach. W literaturze wskazuje sie,
ze komorki w biofilmie moga by¢ nawet 10-1000 razy mniej wrazliwe na dziatanie
substancji przeciwdrobnoustrojowych niz komorki planktoniczne [223].Rysunek 40

Do badan wybratam zwigzek wyjSciowy A-20 oraz dwa analogi o najwyzszej
aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej, A-76 1 A-241. Ze wzgledu na zwigkszong tolerancje
komorek biofilmowych zwigzki zastosowatam w stezeniach odpowiadajacych 2 x MIC,
wyznaczonych wczesniej metodg pomiaru ggstosci optycznej w czasie. Nalezy jednak
podkresli¢, ze ze wzglgdu na rdéznice w warto§ciach MIC nominalne st¢zenie A-20 byto 8-
krotnie wyzsze niz stezenie A-76, dlatego bezposrednie poroéwnanie sity dziatania tych
zwigzkow wymaga uwzglednienia zastosowanych stezen.

Wptyw peptydomimetykéw na biofilm ocenitam dwiema metodami: barwieniem
fioletem krystalicznym, ktore umozliwia ocen¢ catkowitej biomasy biofilmu, oraz
oznaczeniem liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU/ml), pozwalajacym okresli¢
liczbe zywych komorek bakteryjnych zdolnych do wzrostu na podtozu statym. Uzyskane
wyniki wykazaly, ze badane zwigzki zmniejszaty zarowno biomase biofilmu, jak 1 liczbe
zywych komorek bakteryjnych w biofilmie MRSA 44 (Rysunek 40). Najsilniejsza redukcje
obserwowalam dla A-20 1 A-76, przy czym interpretacja tego efektu wymaga

uwzglednienia réznic w zastosowanych stezeniach obu zwigzkow.
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Rysunek 40. Redukcja biofilmu MRSA 44 przez A-20 oraz jego analogi A-76 1 A-241,
oznaczona metoda barwienia fioletem krystalicznym (A) oraz poprzez pomiar CFU/ml (B).
Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z trzech powtorzen + odchylenia
standardowe (SD). Statystyke wykonano testem t-Studenta, poréwnujac uzyskane wyniki
wzgledem nietraktowanej kontroli, gdzie: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

CFU/ml

Dodatkowym potwierdzeniem wpltywu peptydomimetykow na biofilm byly
obserwacje wykonane metoda SEM, ktorych wyniki przedstawitam na Rysunek 41. W
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probkach traktowanych peptydomimetykami obserwowatam zmniejszenie liczby komoérek
przytwierdzonych do powierzchni oraz mniej zwartg strukture komoérek bakteryjnych w
poréwnaniu do proby kontrolnej. Przedstawione obrazy z SEM wskazuja, Zze otrzymany
biofilm znajdowat si¢ prawdopodobnie we wczesnej fazie wzrostu. Obrazy uzyskane dla
probek poddanych dziataniu peptydomimetykéw wskazujg na obecnos¢ nieregularnych
struktur, ktore moga odpowiada¢ pozostalosciom uszkodzonych komorek bakteryjnych,
podczas gdy w probie kontrolnej komorki zachowywaty regularny, kulisty ksztalt,
charakterystyczny dla S. aureus.

Biofilm bakteryjny jest zlozong struktura, ktérej wiasciwosci zalezg od wielu
czynnikow, takich jak szczep bakterii, warunki hodowli, sktad pozywki, rodzaj
powierzchni czy czas inkubacji [224], [225]. Ponadto zdolno$¢ do tworzenia biofilmu moze
znaczaco rozni¢ si¢ pomiedzy poszczegélnymi izolatami S. aureus [226]. Wraz z
dojrzewaniem biofilmu dochodzi do zmian w jego organizacji oraz sktadzie macierzy
zewnatrzkomorkowej, co moze wplywaé na skuteczno$¢ dziatania substancji
przeciwdrobnoustrojowych.

Przeprowadzony eksperyment wskazuje, ze badane zwigzki sa zdolne do redukc;ji
biomasy biofilmu oraz liczby zywych komorek bakteryjnych w biofilmie utworzonym
przez szczep MRSA 44. Wyniki te wskazuja na obiecujacy potencjat przeciwbiofilmowy
A-20 oraz jego przebadanych analogow (A-76 1 A-241) w zastosowanym modelu
do$wiadczalnym. Ze wzgledu na to, ze badania przeprowadzitam dla jednego szczepu
MRSA 1 w okreslonych warunkach tworzenia biofilmu, uzyskane wyniki nalezy traktowaé
jako wstepna charakterystyke dziatania przeciwbiofilmowego. Dalsze badania obejmujace
wigkszy panel izolatow MRSA oraz biofilm na r6znych etapach dojrzewania pozwolityby

petniej oceni¢ zakres tego dziatania.
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Rysunek 41. Obrazy mikroskopowe (SEM) biofilmu wytworzonego przez bakterie MRSA
44 nietraktowanego (kontrola) oraz traktowanego peptydomimetykami A-20 w stezeniu

128 pg/ml, A-76 1 A-241 w stezeniu 16 pg/ml.
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Zastosowanie kilku metod oceny biofilmu pozwala odr6ézni¢ wpltyw zwigzkéw na
biomas¢ biofilmu, liczb¢ zywych komorek oraz architekture struktury biofilmowe;.
Barwienie fioletem krystalicznym informuje gldwnie o catkowitej biomasie biofilmu,
oznaczenie CFU/ml o przezywalnos$ci komorek, natomiast SEM pozwala jakosciowo
oceni¢ zaburzenia struktury biofilmu. Ocena aktywnos$ci przeciwbiofilmowej wymaga
uwzglednienia réznych parametrow opisujacych strukture i zywotno$¢ biofilmu, poniewaz
sama redukcja biomasy nie musi oznacza¢ zmniejszenia liczby zywych komorek, a spadek
CFU/ml nie musi w petni odzwierciedla¢ zmian zachodzacych w macierzy biofilmowej. W
literaturze dostepne sg liczne przyktady badan, w ktorych aktywno$¢ przeciwbiofilmowa
rowniez analizowano z zastosowaniem kilku niezaleznych metod badawczych,
pozwalajacych na oceng zar6wno biomasy biofilmu, jak i zywotnos$ci komorek oraz zmian

jego struktury [227], [228].

7. Analiza mechanizmu dzialania wybranych peptydomimetykow w

komorkach MRSA

Celem okreslenia potencjalnego mechanizmu dziatania czgsteczki A-20 1 jej
analogdw A-76 i A-241, ocenitam ich wpltyw na podstawowe procesy biosyntetyczne
zachodzace w komorkach bakteryjnych szczepu MRSA 44. Synteze¢ DNA, RNA oraz biatek
analizowatam z wykorzystaniem radioaktywnie znakowanych prekursorow, stosujac
odpowiednio [*H]tymidyne, [*H]urydyne oraz [*H]leucyne. Badania prowadzitam przy
zastosowaniu stezen odpowiadajacych '2 wartosci MIC dla kazdego zwiazku, co
umozliwiato zachowanie wzrostu komoérek bakteryjnych, a jednocze$nie pozwolito ocenié
wplyw badanych zwigzkow na przebieg wymienionych procesow.

Analiza uzyskanych wynikow przedstawionych na Rysunkach 42-44 wykazata, Zze
zwigzki A-20 1 A-76 wyraznie hamowaty inkorporacje [*H]tymidyny oraz [*H]urydyny, co
wskazuje na ograniczenie syntezy DNA oraz RNA w komorkach bakteryjnych. Podobny
efekt obserwowatam dla analogu A-241, ale stopien inhibicji byl stabszy. Odmienng
aktywno$¢ zaobserwowatam dla procesu translacji. Zwigzek A-20 wykazywat niewielki
wplyw hamujacy na inkorporacje¢ [*H]leucyny (synteza biatek), podczas gdy pozostate
badane analogi 76 1 A-241 nie powodowaly wyraznego ograniczenia tego procesu.

Silniejsze zahamowanie inkorporacji [*H]tymidyny i [*HJurydyny niz [°H]leucyny
wskazuje, ze badane peptydomimetyki w wigkszym stopniu zaburzaja procesy zwigzane z

syntezg kwasow nukleinowych niz biosynteze¢ biatka. Efekt ten moze mie¢ charakter
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wtérny wobec zaburzen integralnosci oston komorkowych, zmian przepuszczalnosci btony
lub zaburzenia homeostazy komdrkowej, ale moze rowniez wskazywac na udziat proceséw
wewnatrzkomoérkowych zwigzanych z replikacja DNA lub transkrypcja RNA. Brak
wyraznego hamowania syntezy biatek przez A-76 1 A-241 sugeruje, ze rybosom bakteryjny
prawdopodobnie nie stanowi gtownego miejsca dziatania tych analogow. Wyniki te
wspierajg hipoteze o ztozonym 1 wieloetapowym mechanizmie dziatania, obejmujacym
zarowno oddziatywanie z ostonami komérkowymi bakterii, jak i zaktocenie wybranych
procesow metabolicznych wewnatrz komorki MRSA.

Pomimo podobienstw strukturalnych pomiedzy badanymi peptydomimetykami
zaobserwowalam rdznice w sile hamowania biosyntezy kwasow nukleinowych.
Przeprowadzony eksperyment sugeruje, ze nawet niewielkie modyfikacje strukturalne

moga wptywac na oddzialywanie peptydomimetykow z komorka bakteryjna.
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Rysunek 42. Kinetyka syntezy DNA w komorkach bakteriit MRSA 44 w obecnosci A-20 w
stezeniu 32 pg/ml i jego analogow A-76 oraz A-241 w stezeniach 16 pg/ml. Wyniki
przedstawiono jako $rednia arytmetyczna z trzech powtorzen + odchylenia standardowe
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(SD). Statystyke wykonano testem t-Studenta, porownujac uzyskane wyniki wzgledem
kontroli nietraktowanej peptydomimetykiem; gdzie: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Rysunek 43. Kinetyka syntezy RNA w komorkach bakterii MRSA 44 w obecno$ci A-20 w
stezeniu 32 pg/mlijego analogéw A-76 oraz A-241 w stgzeniach 16 pg/ml. Wyniki zostaty
przedstawione jako Srednia arytmetyczna z trzech powtdrzen + odchylenia standardowe
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(SD). Statystyke wykonano testem t-Studenta, porownujac uzyskane wyniki wzgledem
kontroli nietraktowanej peptydomimetykiem; gdzie: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Rysunek 44. Kinetyka syntezy bialek w komorkach bakterii MRSA 44 w obecnosci A-20
w stezeniu 32 pg/ml i jego analogéw A-76 oraz A-241 w stezeniach 16 pg/ml. Wyniki
zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna z trzech powtdrzen # odchylenia
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standardowe (SD). Statystyke wykonano testem t-Studenta, porownujac uzyskane wyniki
wzgledem kontroli nietraktowanej peptydomimetykiem; gdzie: *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001.

Przeprowadzitam réwniez ocen¢ wpltywu wybranych peptydomimetykéw na
integralno$¢ wewnetrznej btony komoérkowej (btony cytoplazmatycznej) szczepu MRSA
44 za pomoca testu wychwytu jodku propidyny (PI) (Rysunek 45). PI jest barwnikiem,
ktory przenika gldwnie do komoérek o zaburzonej integralnosci btony cytoplazmatyczne;.
Po zwigzaniu z DNA obserwuje si¢ wzrost sygnatu fluorescencji, dlatego zwigkszenie
sygnatu PI traktowatam jako wskaznik przepuszczalno$ci komorek bakteryjnych. Badania
wykonatam dla stezen odpowiadajacych Y4, 5, 1, 2 oraz 4 razy wartosci MIC, co miato
umozliwi¢ ocen¢ zalezno$ci pomiedzy stezeniem peptydomimetyku a stopniem
destabilizacji blony komorkowe;.

Badane analogi nie powodowaly istotnej destabilizacji blony cytoplazmatycznej w
najnizszych stezeniach (Y4 i Y2 x MIC). Wzrost sygnatu fluorescencji obserwowatam
dopiero przy stezeniu odpowiadajacemu MIC, jednak efekt ten byt umiarkowany (w
przypadku A-76 1 A-241). Wyrazna destabilizacja btony nastgpowata przy stgzeniach 2 x
MIC i 4 x MIC, dla ktérych obserwowalam znaczny wzrost fluorescencji wzgledem
kontroli. Moze to wskazywac, ze przy nizszych stezeniach badane peptydomimetyki nie
osiggaly ilo$ci niezbednej do istotnego zaburzenia integralno$ci blony cytoplazmatyczne;j
lub oddziatywaty przede wszystkim z innymi strukturami komérkowymi lub wymagaty

dluzszego czasu inkubacji.
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Rysunek 45. Badanie przepuszczalnosci blony cytoplazmatycznej komorek szczepu MRSA
44 z wykorzystaniem jodku propidyny (PI), przedstawione jako intensywnos¢ fluorescencji
po 30 minutach inkubacji z A-20 i jego analogami. Wyniki zostaly przedstawione jako
srednia arytmetyczna (n=3) + odchylenia standardowe (SD). Analiz¢ statystyczng
wykonano metoda one-way ANOVA, gdzie *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*A%p<0,0001.

W celu uzupetnienia wynikow uzyskanych w tescie wychwytu PI wykonatam
réwniez obrazowanie komorek MRSA metoda TEM (Rysunek 46). Analiza struktury
komorek umozliwita oceng zmian morfologicznych zachodzacych po inkubacji z badanymi
peptydomimetykami, w tym potencjalnych zaburzen w obrebie §ciany komorkowej 1 btony

cytoplazmatyczne;j.
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Rysunek 46. Reprezentatywne obrazy TEM szczepu MRSA 44 po inkubacji z
peptydomimetykami w stezeniu odpowiadajagcym 1 x MIC przez 30 min. Czerwonymi
strzatkami oznaczono zmiany w obrgbie $ciany komorkowej, niebieskimi zmiany w
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integralnosci blony, zoéttymi — zmiany moggce odpowiada¢ uwalnianiu zawarto$ci
srédplazmatyczne;.

Obrazy TEM komoérek MRSA po inkubacji z badanymi peptydomimetykami
wykazywaly zmiany strukturalne obejmujgce zaburzenie jednorodnos$ci cytoplazmy oraz
nierbwnomierny zarys oslon komorkowych. Obserwacje te moga sugerowac
oddziatywanie badanych zwigzkéw z btong cytoplazmatyczna, $ciang komdrkowa bakterii.

Wyniki testu wychwytu PI oraz obserwacje TEM sugeruja, ze badane
peptydomimetyki moga wplywaé na integralno$¢ btony komorki MRSA. Jednak na
podstawie samych obrazéw TEM trudno jednoznacznie okresli¢, czy obserwowane zmiany
w obrebie S$ciany komorkowej stanowily bezposredni efekt dziatania badanych
peptydomimetykéw, czy Dbyly wtornym  nastepstwem  destabilizacji  blony
cytoplazmatycznej lub ogoélnego zaburzenia homeostazy komorki bakteryjne;j.

Zgodnie z tym, co przedstawitam we wstgpie teoretycznym, peptydy oraz
peptydomimetyki  przeciwdrobnoustrojowe moga wykazywaé  wielokierunkowy
mechanizm dzialania obejmujacy zardwno destabilizacj¢ bton komodrkowych, jak i
oddzialywanie na procesy zachodzace wewnatrz komorki bakteryjnej. Ponadto, literatura
donosi, ze nawet zwigzki o zdefiniowanych pierwotnych celach moga indukowac rozlegte
wtorne zaburzenia metabolizmu, w tym zmiany zwigzane z pulami nukleotydow, czyli
dostgpnych w komorce zasobach nukleotydow niezbednych do syntezy DNA i RNA oraz
prowadzi¢ do uszkodzen komoérkowych [229], [230].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze A-20 oraz jego analogi wykazuja zloZony,
wielokierunkowy wpltyw na komorki MRSA. Analiza biosyntezy makroczasteczek
wykazata zdolnos$¢ tych zwigzkow do hamowania syntezy DNA oraz RNA, natomiast
wyniki testu wychwytu PI oraz obserwacje TEM sugerujg ich wptyw na integralno$¢ blony
cytoplazmatycznej. Mechanizm zwigzany z destabilizacja blony komodrkowej jest
charakterystyczny dla peptydow przeciwdrobnoustrojowych (AMPs), co moze wskazywaé
na podobny sposob oddziatywania otrzymanych peptydomimetykow na komorki
bakteryjne. Podobne wtasciwosci opisywano dla niektorych AMPs, takich jak
pleurocydyna czy indolicydyna, ktére po oddziatywaniu z btong bakteryjna moga
przenika¢ do wnetrza komorki i wplywaé na procesy zwigzane z funkcjonowaniem
materiatu genetycznego bakterii [192], [231].

Przedstawione powyzej badania wskazuja na ograniczenie syntezy kwasow
nukleinowych przez zwigzek A-20 oraz jego analogi, jednak analiza inkorporacji

radioaktywnie znakowanych prekursoré6w nie pozwala na jednoznaczne wskazanie
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bezposredniego mechanizmu. Obserwowane zmiany moga wynika¢ zaréwno z
bezposredniego oddziatywania na procesy biosyntezy kwasdéw nukleinowych, jak i z
efektow wtornych zachodzacych w komorce bakteryjnej. Ograniczenia te byty opisywane
zarowno dla klasycznych zwigzkow przeciwbakteryjnych, jak 1 peptydoéw
przeciwdrobnoustrojowych [232], [233].

Dodatkowym wnioskiem z przeprowadzonych eksperymentéw nad okresleniem
mechanizmu dziatania zwigzku A-20 oraz jego zsyntezowanych pochodnych jest to, ze
badania te nie pozwalaja na jednoznaczne okreslenie, ktore struktury stanowig pierwotny
cel dziatania w komorkach MRSA. W szczegdlnosci nie moge wykluczy¢, ze obserwowane
zmiany s3 czeSciowo zwigzane z oddzialywaniem na $ciang¢ komodrkowa. W przypadku
MRSA jest ona istotng barierg ochronng ze wzgledu na swoja wielowarstwowa budowe.
Chociaz obrazy TEM sugeruja mozliwo$¢ wystepowania zmian w obrgbie Sciany
komoérkowej, sama analiza morfologiczna nie pozwala na jednoznaczne potwierdzenie
takiego mechanizmu.

W celu doktadniejszego okre$lenia mechanizmu dziatania badanych
peptydomimetykéw  konieczne byloby przeprowadzenie dodatkowych badan.
Oddziatywanie ze $ciang komdrkowa mogloby zosta¢ zweryfikowane poprzez np. analize
biosyntezy peptydoglikanu z wykorzystaniem znakowanych radioaktywnie prekursorow.
Cennym uzupelnieniem byloby rowniez zastosowanie fluorescencyjnie znakowanych
peptydomimetykow, co umozliwitoby sledzenie ich lokalizacji w komorce bakteryjnej oraz
oceng, czy zwiazki akumulujg si¢ na powierzchni komorki, czy przenikaja do jej wnetrza
[234]. Jednak zastosowanie takiego podejScia w przypadku badanych zwiazkow byto
ograniczone przez ich niewielki rozmiar. Przylaczenie znacznika fluorescencyjnego
mogloby prowadzi¢ do istotnych zmian strukturalnych wplywajacych na aktywnos$¢
przeciwbakteryjng oraz sposob oddziatywania z komorka bakteryjna.

Uzupelnieniem przeprowadzonych analiz moglyby by¢ rdwniez badania wigzania z
DNA, ocena wplywu peptydomimetykéw na aktywnos¢ enzyméw kluczowych dla
replikacji 1 transkrypcji oraz analiza transkryptomiczna [165], [235].

Testy wychwytu jodku propidyny oraz zmiany ultrastrukturalne obserwowane za
pomoca TEM wskazuja, ze badane peptydomimetyki zaburzaja integralno$¢ oston
komoérkowych MRSA. Wynik ten jednak nie moze jednoznacznie potwierdzi¢, ze btona
cytoplazmatyczna jest jedynym celem dziatania. W analizie mechanizmoéw AMPs zaleca
si¢ taczenie testow przepuszczalno$ci btony z metodami oceny potencjalu blonowego,

morfologii komorki, syntezy makroczasteczek oraz analizami globalnymi, takimi jak
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proteomika [236]. Dodatkowo PI jest markerem utraty integralnos$ci btony, ale wynik moze
zaleze¢ od stanu fizjologicznego komodrek i1 obecnos$ci materiatu nukleinowego poza
komorka, co szczegdlnie moze komplikowac interpretacje wynikow [237]. Dlatego wyniki
PI i TEM nalezy interpretowa¢ jako potwierdzenie istotnego udzialu komponentu
btonowego w mechanizmie dzialania, a nie jako peilne wyjasnienie aktywnosci badanych

zwiazkow.
8. Analizy proteomiczne

8.1. Analiza integralnych zmian rozpuszczalnosci proteomu metoda

PISA

Ostatnim etapem badan byla proba wskazania biatek kandydujacych do dalszej
analizy mechanizmu dziatania badanych peptydomimetykéw w proteomie szczepu MRSA
44. W tym celu zastosowatam analiz¢ PISA (ang. Proteome Integral Solubility Alteration),
oparta na ocenie zmian rozpuszczalno$ci bialek po inkubacji lizatu bakteryjnego z
badanymi zwigzkami oraz po ekspozycji probek na gradient temperatury. Zmiana
stabilnosci termicznej biatka moze wskazywaé na bezposrednie oddzialywanie badanego
zwigzku z danym biatkiem (celem molekularnym) lub posrednig zmiang jego wtasciwosci
w obecnosci zwigzku.

Wizualizacj¢ danych przygotowata dr hab. Agnieszka Gajewicz-Skre¢tna w ramach
wspolpracy.

W celu oceny, czy badane peptydomimetyki r6znig si¢ pod wzgledem wplywu na
profil stabilnosci termicznej biatek MRSA 44 oraz czy probki traktowane poszczegdlnymi
zwigzkami tworza odregbne grupy wzgledem kontroli, przeprowadzitam analiz¢ PCA.
Wykazala ona wyrazne roznice pomigdzy badanymi peptydomimetykami a kontrola.
Zwiazki A-76 oraz A-241 grupowaly si¢ po jednej stronie, co moze sugerowac cz¢Sciowo
zblizony wpltyw tych analogéw na profil stabilno$ci termicznej biatek MRSA 44. Z kolei
A-20 oraz A-235 lokalizowaly si¢ po przeciwnej stronie wykresu wzgledem A-76 1 A-241.
Natomiast nieaktywny analog A-220 oraz proba kontrolna wykazywaty odmienne profile

zmian proteomicznych.
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Rysunek 47. Analiza PCA wynikoéw PISA przedstawiajaca réznice w profilach stabilnosci
termicznej bialek MRSA po inkubacji z A-20 1 jego analogami. Punkty odpowiadaja

probkom, natomiast wektory wskazujg biatka o najwigkszym udziale w rozdziale probek
w przestrzeni gtdéwnych sktadowych.

Na podstawie danych uzyskanych w ramach tego eksperymentu zidentyfikowatam
ilosciowo 1083 biatek (Zatacznik 2). W probkach traktowanych peptydomimetykami cze$¢
biatek MRSA 44 charakteryzowata si¢ zmienionym profilem stabilno$ci termicznej
wzgledem kontroli. Wérod biatek o potencjalnym znaczeniu wyrdznitam biatka oznaczone
identyfikatorami UniProt: P64319 oraz P65421, mogace by¢ zwigzane odpowiednio z
procesami replikacji DNA lub metabolizmu energetycznego, a takze Q2FZD3 1 Q2G1IM6,
ktore moga uczestniczy¢ w kontroli jakosci translacji oraz metabolizmie zelaza (Tabela 8).
Biatka te nalezy traktowa¢ jako kandydatow do dalszej weryfikacji, a nie jako

jednoznacznie potwierdzone cele molekularne badanych peptydomimetykow.
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Tabela 8. Wytypowane biatka w analizie PISA oraz ich przewidywane lub opisane funkcje
w komorce bakteryjne;j.

Symbol bialka | Funkcja
P64319 Helikaza DNA, wykorzystuje energi¢ z hydrolizy ATP do

rozplatywania dwuniciowego DNA podczas replikacji 1 naprawy

materialu genetycznego.

P65421 Uczestniczy w metabolizmie energetycznym bakterii.

Q2FZD3 Bierze udziat w kontroli jakos$ci translacji poprzez rozpoznawanie

i rozdzielanie zatrzymanych rybosoméw 70S.

Q2G1M6 Uczestniczy w Dbiosyntezie stafyloferryny B, sideroforu

odpowiedzialnego za pozyskiwanie zelaza przez S. aureus.

Dodatkowo przeprowadzitam analiz¢ rozktadu, zwizualizowang jako wykres typu
violin (Rysunek 48). Rozktad wartosci Logy(lizat bakteryjny traktowany/kontrola) dla
wiekszos$ci biatek byl skupiony wokot wartosci 0, co wskazuje na brak globalnych zmian
w stabilnos$ci catego proteomu po inkubacji z badanymi peptydomimetykami. W przypadku
najbardziej aktywnych peptydomimetykéw A-76 oraz A-241 zaobserwowatam wicksza
zmienno$¢ rozktadu wartosci Logy(lizat bakt. traktowany/kontrola), co moze wskazywaé

na bardziej selektywne zmiany stabilno$ci wybranych bialek lub grup biatek.
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Rysunek 48. Rozklad wartosci Logo(lizat bakt. traktowany/kontrola) dla biatek
identyfikowanych w analizie PISA.

Obserwowane zmiany sugeruja, ze badane peptydomimetyki moga wptywacé na kilka
szlakéw komorkowych jednoczesdnie, a ich dzialanie nie ogranicza si¢ do pojedynczego
celu molekularnego. Ze wzgledu na duza roéznorodno$¢ obserwowanych zmian
proteomicznych, brak  jednoznacznego  grupowania  wszystkich  aktywnych
peptydomimetykéw wzgledem siebie oraz stosunkowo niewielkie zmiany stabilno$ci
czgsci bialek, wskazanie bialek charakterystycznych wytacznie dla okreslonych grup

zwigzkow bylo utrudnione.
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Rysunek 49. Wykresy typu volcano plot przedstawiajace zmiany intensywnos$ci biatek w
lizacie komérkowym MRSA 44 po inkubacji z badanymi peptydomimetykami wzgledem
kontroli. Pozioma przerywana linia oznacza prog istotnosci statystycznej dla p = 0,05.
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Czerwonym kolorem zaznaczono wybrane biatka potencjalnie zwigzane z odpowiedzig
komorki bakteryjnej na dziatanie peptydomimetykow.

W celu jednoczesnej wizualizacji zmian intensywno$ci biatlek w lizacie
komorkowym MRSA 44 traktowanym peptydomimetykami oraz istotnos$ci statystycznej
tych zmian wykorzystatam wykresy typu volcano plot (Rysunek 49). Uzyskane wyniki
wskazuja, ze dla wszystkich badanych peptydomimetykéw wiekszos¢ zidentyfikowanych
biatek, skupiata si¢ w poblizu wartos$ci Logy(lizat traktowany
peptydomimetykiem/kontrola) = 0, co wskazuje na brak globalnych zmian stabilnos$ci lub
rozpuszczalnosci protcomu MRSA 44. Wytypowane biatka za pomocg analizy PCA
(zaznaczone na czerwono): P64319, P65421, Q2FZD3 oraz Q2G1M6 wykazywaty pewne
réznice wzgledem kontroli, jednak zmiany te byly umiarkowane i w wickszosci
przypadkow nie przekraczaly jednoznacznie progu istotnos$ci statystyczne;.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze A-20 1 jego analogi moga wywotywac selektywne,
ale stosunkowo subtelne zmiany w proteomie bakteryjnym. Analiza PISA nie potwierdzita
jednego dominujacego celu biatkowego, co potwierdza hipoteze o zlozonym i
wielokierunkowym mechanizmie dziatania badanych zwigzkow.

Istotnym ograniczeniem zastosowanego podejscia jest fakt, ze badane
peptydomimetyki inkubowatam z lizatem bakteryjnym, a nie z zywymi komérkami MRSA
44. W takim ukltadzie zwigzki maja bezposredni dostep do biatek, ktore w warunkach
komoérkowych moga by¢ niedostepne lub chronione przez strukture komorki bakteryjne;.
Nie mozna wigc wykluczy¢, ze cze$¢ obserwowanych zmian stabilno$ci termicznej
wynikata z bezposredniego, cz¢sciowo nieswoistego oddziatywania peptydomimetykow z
biatkami obecnymi w lizacie [238], [239]. W takim modelu eksperymentalnym zwigzki
moga wigzac si¢ z biatkami w sposob, ktory niekoniecznie odzwierciedla ich rzeczywiste
oddziatywania w zywej komorce. Tym samym obserwowane przesunigcia stabilno$ci moga
czesciowo wynikac z ekspozycji biatek na zwigzek w warunkach poza komoérkowych, a nie
wylacznie z biologicznego mechanizmu dziatania peptydomimetykow.

Dlatego szczegdlnie wartosciowe bytoby poréwnanie dwédch modeli
eksperymentalnych: podej$cia, ktdre zastosowatam w niniejszej pracy, w ktorym najpierw
przygotowatam lizat bakteryjny, a nastgpnie inkubowatam go z peptydomimetykami oraz
podejscia odmiennego, w ktorym zwigzki bytyby inkubowane z zywymi komoérkami przed
liza. W publikacji Mateus i1 in. [240] prowadzili badania termicznego profilowania

proteomu na bakteriach i wykazali, Ze wyniki uzyskiwane w lizatach i komoérkach in vivo
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mogg si¢ rozni¢ ze wzgledu na wptyw srodowiska komorkowego, obecnos¢ kompleksow

biatkowych oraz metabolitow.

8.2. Analiza zmian proteomu komorek MRSA metoda proteomiki

ekspresyjnej FITExP

Kolejnym badaniem proteomicznym byla analiza FITExP. W przypadku analizy
PISA badane peptydomimetyki inkubowatam bezposrednio z lizatem bakteryjnym, a
nastepnie ocenialam zmiany stabilnosci termicznej bialek w gradiencie temperatur, co
pozwalato zidentyfikowac biatka potencjalnie oddziatujace z badanymi zwigzkami. Z kolei
metoda FITExP opieratla si¢ na inkubacji zywych komodrek bakteryjnych z
peptydomimetykami, a nast¢pnie analizie zmian proteomicznych zachodzacych w
odpowiedzi komorki na dzialanie badanych zwigzkéw. Metoda ta umozliwia zatem ocene
globalnej odpowiedzi proteomu komoérki bakteryjnej, obejmujacej zmiany w ekspres;ji i
funkcjonowaniu  bialek  indukowanych  stresem  wywotanym  dzialaniem
peptydomimetykow.

W wyniku tego eksperymentu wykonalam podobny zestaw danych, jak w przypadku
PISA i zidentyfikowatam 1109 biatek (Zalacznik 3). Otrzymane wyniki analizy
podobienstwa (Rysunek 50) potwierdzaja, ze najbardziej aktywne peptydomimetyki A-76
oraz A-241 charakteryzowaly si¢ zblizonym profilem zmian proteomicznych w komoérkach
bakterii MRSA 44, a zwigzek A-20 wykazywal czg$ciowe podobienstwo do najbardziej
aktywnych analogdéw. Natomiast nieaktywny peptydomimetyk A-220 charakteryzowat si¢
wyraznie odmiennym profilem proteomicznym. Co ciekawe, peptydomimetyk A-235
charakteryzowat si¢ podobienstwem do proby kontrolnej, pomimo zblizonej aktywnosci do

A-20.
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Rysunek 50. Analiza gtéwnych sktadowych (PCA) zmian proteomicznych komoérek MRSA
44 po inkubacji z badanymi peptydomimetykami w stgzeniu odpowiadajacym 2 x MIC.
Strzatki wskazuja biatka najsilniej wptywajace na rozmieszczenie probek w przestrzeni
PCA.

W celu oceny globalnych zmian ekspresji protomu indukowanych przez badane
peptydomimetyki wykonatam analize rozktadu  wartosci Log>(komorki
traktowane/kontrola) przedstawiong w postaci wykresow typu violin plot na Rysunek 51.
Wykresy te obrazuja rozktad zmian intensywnosci biatek wzgledem kontroli dla
poszczegbdlnych badanych zwigzkow. Najwigkszy rozrzut wartosci oraz najwigkszg liczbe
biatek wykazujacych istotniejsze odchylenia od kontroli obserwowano dla zwigzkow A-76
oraz A-241, co moze $wiadczy¢ o silniejszym wplywie tych peptydomimetykow na
proteom komorki bakteryjnej. Zwigzek A-235 wykazywat natomiast profil najbardziej
zblizony do kontroli, co pozostaje zgodne =z jego stabsza aktywnos$cia
przeciwdrobnoustrojowa. Odmienny profil uzyskano rowniez dla nieaktywnego zwigzku
A-220, dla ktérego zaobserwowalam szeroki rozklad zmian proteomicznych. Moze to
wskazywa¢ na niespecyficzne lub odmienne oddzialywanie tego zwiazku z komorka

bakteryjna, ktore nie przeklada si¢ na wyrazny efekt przeciwbakteryjny.

149



N
L

o
1

> ¢

Log2(traktowane komorki/kontrola)

A-20 A-220 A-235 A-241 A-76

Rysunek 51. Rozklad wartosci Log2(komoérki traktowane/kontrola) dla zmian
intensywnos$ci biatek w komorkach bakterii MRSA 44 po inkubacji z badanymi
peptydomimetykami. Wykresy violin plot przedstawiajg globalny profil zmian
proteomicznych wzgledem kontroli.

W analizie FITExP wytypowatam kilka biatek, dla ktérych zaobserwowatam zmiany
wzglednej intensywno$ci sygnatu biatkowego po traktowaniu komorek MRSA
peptydomimetykami, szczeg6lnie A-76 oraz A-241. Biatka oraz ich funkcje zestawitam w

Tabela 9.

Tabela 9. Wytypowane biatka w analizie FITExXP oraz ich funkcje w komorce bakteryjne;.

Symbol bialka | Funkcja

QSHF56 Negatywny regulator tworzenia pierscienia FtsZ (ang. filamenting
temperature-sensitive protein Z) uczestniczacego w podziale
komorki bakteryjnej. Kontroluje lokalizacje 1 czestotliwos¢
formowania kompleksu podzialowego oraz uczestniczy w

depolimeryzacji FtsZ.

Q2YVU6 Enzym uczestniczacy w koncowych etapach biosyntezy UDP-N-
acetyloglukozaminy (UDP-GIcNAc), bedacej prekursorem
peptydoglikanu $ciany komodrkowej. Katalizuje acetylacje

glukozamino-1-fosforanu oraz przytaczenie UMP.
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P65133 Jeden z podstawowych czynnikéw inicjacji translacji. Stabilizuje
inicjatorowy formylometionylo-tRNA oraz uczestniczy w

tworzeniu aktywnego kompleksu rybosomalnego 70S.

P66553 Biatko rybosomalne odpowiedzialne za wigzanie mRNA w
obrgbie rybosomu 70S oraz jego prawidlowe pozycjonowanie

podczas translacji. Uczestniczy w stabilizacji procesu odczytu

informacji genetyczne;j.

Identyfikacja biatka Q2Y VU6 moze wskazywaé na zwigzek odpowiedzi komorki z
procesami biosyntezy prekursoréow peptydoglikanu $ciany komoérkowej. Natomiast
obecno$¢ biatek zwigzanych z translacja jest interesujaca w kontek$cie wczesniejszych
badan mechanizmu dzialania, poniewaz analiza biosyntezy makroczasteczek nie wykazata
wyraznego zahamowania procesu translacji przez badane peptydomimetyki. Moze to
sugerowaé, ze obserwowane zmiany stanowig bardziej element wtérnej odpowiedzi
stresowej komorki bakteryjnej lub odzwierciedlajg subtelniejsze zaburzenia organizacji
procesu translacji, niewidoczne na poziomie calkowitej inkorporacji radioaktywnie
znakowanej leucyny.

W celu wizualizacji biatek wykazujacych najwigksze zmiany wzgledem kontroli
wykonatam analiz¢ typu volcano plot dla poszczegdlnych badanych peptydomimetykow
(Rysunek 52). Cze$¢ obserwowanych zmian osiggala prog istotnoSci statystycznej
wzgledem kontroli, co moze wskazywa¢ na uruchomienie okreslonych szlakoéw
odpowiedzi komodrkowej po ekspozycji MRSA na badane peptydomimetyki. Najbardziej

wyrazne zmiany obserwowatam dla aktywnych analogéw A-76 oraz A-241.
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Rysunek 52. Wykresy typu volcano plot przedstawiajagce zmiany intensywnosci biatek w
komorkach MRSA 44 po inkubacji z badanymi peptydomimetykami wzgledem kontroli.
Pozioma przerywana linia oznacza prog istotnosci statystycznej dla p = 0,05. Czerwonym
kolorem zaznaczono wybrane biatka potencjalnie zwigzane z odpowiedzig komorki
bakteryjnej na dziatanie peptydomimetykow.
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Analiza FITExP wykazata wyrazne roznice w odpowiedzi proteomicznej komorek
bakterii MRSA 44 na dziatanie badanych peptydomimetykow. Najbardziej zblizony profil
zmian obserwowatam dla zwiazkdéw A-76 oraz A-241, co moze wskazywaé na czgsciowo
podobny sposéb oddziatywania tych analogéw z komorka bakteryjna. Zwigzek A-20
wykazywal czeSciowe podobienstwo do aktywnych pochodnych, natomiast profil
proteomiczny A-235 byt bardziej zblizony do kontroli, co jest zgodne z jego nizsza
aktywnos$cig przeciwdrobnoustrojowa. Nieaktywny zwigzek A-220 charakteryzowat sig¢
odmiennym profilem odpowiedzi proteomicznej, co moze sugerowac brak aktywacji tych
samych szlakow odpowiedzi komoérkowej w  pordwnaniu z  aktywnymi
peptydomimetykami.

Zbadanie celu molekularnego chemioterapeutykow jest bardzo trudnym zadaniem ze
wzgledu na ztozono$¢ struktur komoérkowych, obecno$¢ wielu wspotzaleznych szlakow
metabolicznych oraz mozliwo$¢ wystepowania posrednich efektow dziatania zwigzku. W
przypadku  peptydomimetykow  dodatkowa  trudno$§¢  stanowi  potencjalnie
wielokierunkowy mechanizm dziatania, obejmujacy zaréwno oddzialywanie z ostonami
komoérkowymi, jak i wtdrne zaburzenia proceséw wewnatrzkomorkowych [241], [242].

Analiza FITExP postuzyla jako uzupeklnienie PISA, poniewaz opiera si¢ na
identyfikacji biatek, ktorych zmiany ilo§ciowe sa nietypowe na tle globalnej odpowiedzi
proteomicznej komorki. W literaturze metoda ta zostata wykorzystana m.in. jako narzedzie
do wskazywania potencjalnych celéw dziatania matych czasteczek oraz mechanizmoéow ich
dziatania na podstawie danych ekspresji proteomicznej [171].

Proteomika byla wykorzystywana jako narzedzie do rdznicowania odpowiedzi
bakterii na klasyczne 1 nowe antybiotyki oraz do wskazywania procesoéw komorkowych
zaburzanych przez badane zwigzki [243]. Jednocze$nie odpowiedZ proteomiczna moze
obejmowaé zarowno biatka bezposrednio zwigzane z miejscem dziatania zwiazku, jak i
biatka zmienione wtornie w wyniku stresu metabolicznego, zaburzenia homeostazy lub
aktywacji mechanizméw obronnych bakterii [229]. W przypadku badanych
peptydomimetykow otrzymane wyniki FITExP dostarczajg informacji na temat biatek 1
procesow komorkowych potencjalnie zwigzanych z odpowiedzia MRSA na dziatanie

zwigzkow, a nie jako ostateczne potwierdzenie bezposredniego celu molekularnego.

Uzyskane wyniki w niniejszej rozprawie doktorskiej potwierdzaja, ze analogi A-20
stanowig obiecujaca klas¢ peptydomimetycznych zwigzkdéw przeciwbakteryjnych

ukierunkowanych gtéwnie na bakterie Gram-dodatnie. Praca rozszerza wcze$niejsze
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obserwacje dotyczace aktywnosci Cystapep 1 wobec S. aureus (w tym MRSA) i
S. pvogenes [128], [130] oraz poglebia wiedz¢ na temat badan struktura-aktywno$c
wynikajacg z badan Dzierzynskiej i in. [129], [131]. Przeprowadzone badania pozwolity
na kompleksowa charakterystyke biologiczng analogow A-20, obejmujaca oceng
aktywnos$ci wobec szerokiego panelu szczepdw MRSA, zdolnos$ci do redukcji biofilmu
oraz mechanizmu dzialania. Uzupeklieniem tych analiz byla proba identyfikacji
potencjalnych celow molekularnych badanych peptydomimetykow z wykorzystaniem
metod proteomicznych.

Przedstawione w niniejszej rozprawie podejscie badawcze odpowiada wspotczesnym
kierunkom rozwoju nowych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, w ktérych obok oceny
aktywno$ci przeciwbakteryjnej coraz wigksze znaczenie przypisuje si¢ badaniom
aktywno$ci przeciwbiofilmowej, bezpieczenstwa biologicznego oraz identyfikacji

mechanizmu dziatania i potencjalnych celow molekularnych [236], [243], [244], [245].
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V. Podsumowanie

Celem niniejszej pracy bylto zaprojektowanie, synteza oraz charakterystyka serii

nowych analogéw czasteczki Cystapep 1 (A-20) jako potencjalnych peptydomimetycznych

zwigzkoéw przeciwbakteryjnych, aktywnych wobec MRSA.

Najwazniejsze wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy mozna podsumowac

nastepujaco:

1.

Zaprojektowatam nowa seri¢ analogow zwigzku Cystapep 1 (A-20) stosujac
analize danych eksperymentalnych, analizi¢ chemometryczng oraz metody
SAR. Podejscie to umozliwito mi identyfikacje cech strukturalnych istotnych
dla aktywnos$ci biologicznej 1 racjonalne zawezenie puli zwigzkdéw
przeznaczonych do syntezy. Projektowanie analogdéw oparlam na
wczesniejszych badaniach nad pochodnymi N-terminalnego fragmentu
ludzkiej cystatyny C oraz na analizie zalezno$ci struktura—aktywnos$¢, z
uwzglednieniem znaczenia tadunku dodatniego, hydrofobowosci, charakteru
fragmentow  aromatycznych oraz  wiasciwosci  fizykochemicznych
czasteczek.

Zsyntezowatam 28 pochodnych peptydomimetycznych metoda klasycznej
syntezy w roztworze, z czego 23 oczyscitam za pomocg preparatywnego RP-
HPLC oraz scharakteryzowatam z uzyciem metod fizykochemicznych.
Synteza otrzymanych peptydomimetykow obejmowala przygotowanie
kluczowego fragmentu peptydomimetycznego Val'Y[CH.-NH] lub jego
zmodyfikowanych odpowiednikéw, a nastgpnie klasyczng syntezg w
roztworze. Tozsamo$¢ otrzymanych zwigzkow potwierdzitam metoda
spektrometrii mas, natomiast ich czysto$§¢ ocenialtam z wykorzystaniem
analitycznego RP-HPLC.

Dla otrzymanych zwigzkéw wyznaczylam wartosci MIC oraz MBC dla
szczepow referencyjnych S. aureus ATCC 29213 oraz S. pyogenes ATCC
19615. Analiza otrzymanych wynikéw potwierdza istotny wplyw
modyfikacji strukturalnych na aktywno$¢ biologiczng badanych zwigzkow.

W pordwnaniu z czasteczka wyjsciowa A 20, cze$¢ otrzymanych analogow



wykazywata wyraznie wyzsza aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg wobec
przebadanych szczepow. Najbardziej korzystny profil aktywnosci
obserwowalam dla zwigzkow A-76, A-241, A-243 oraz A-248, dla ktorych
warto$§ci MIC i MBC byly najnizsze wsrdd analizowanej serii. Analiza
zaleznosci struktura—aktywnos$¢ wskazata, ze szczegdlne znaczenie dla
aktywnosci przeciwbakteryjnej mialy modyfikacje koncowego fragmentu
hydrofobowego P5. Najkorzystniejszy efekt obserwowatam dla analogow
zawierajacych odpowiednio dobrane ugrupowania alifatyczno-aromatyczne
lub aromatyczne, co wskazuje na konieczno$¢ zachowania réwnowagi
pomiedzy hydrofobowoscia, rozmiarem i geometrig tego fragmentu.
Zwiazek A-20 oraz jego analogi (A-75, A-76, A-238, A-241 oraz A-243)
przebadalam na szerszym panelu szczepéw MRSA (laboratoryjnych oraz
klinicznych). Badane zwigzki hamuja wzrost badanych szczepow, a
najaktywniejsze z nich tj. A-76 oraz A-241 powoduja zahamowanie wzrostu
komorek bakteryjnych w stezeniu 4-16 pg/ml. Profil aktywnos$ci badanych
zwigzkow potwierdzil, ze analogi A-20 sg ukierunkowane przede wszystkim
na bakterie Gram-dodatnie, natomiast wobec bakterii Gram-ujemnych
wykazujg wyraznie nizszg aktywnos¢.

Wybrane badane pochodne tj. A-75, A-76, A-238, A-241 oraz A-243 cechuja
si¢ wysoka stabilno$cig w badanych warunkach zaro6wno w wodzie, jak 1
ludzkim osoczu.

Przeprowadzone testy cytotoksycznosci wobec komorek HaCaT oraz w
ocena aktywnosci hemolitycznej wykazaty, ze badane peptydomimetyki nie
wykazujg istotnej toksycznos$ci w zakresie stezen odpowiadajacych ich
aktywnosci przeciwbakteryjnej.

W badaniach aktywnosci przeciwbiofilmowej wykazatam, ze A-20 oraz
analogi A-76 1 A-241 ograniczajg biofilm tworzony przez szczep MRSA.
Obserwacje te potwierdzitam z wykorzystaniem komplementarnych metod
obejmujacych oznaczanie liczby jednostek tworzacych kolonie (CFU),
barwienie fioletem krystalicznym oraz obrazowanie SEM.

. Analiza biosyntezy makroczasteczek z wykorzystaniem radioaktywnie
znakowanych prekursorow wykazata, ze zwigzki A-20, A-76 1 A-241
zaburzaja syntez¢ DNA 1 RNA w komoérkach MRSA. Jednocze$nie analiza

integralno$ci btony komoérkowej z zastosowaniem testu wychwytu jodku
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10.

propidyny oraz obserwacji TEM potwierdzita ich zdolno$¢ do uszkadzania
btony komoérkowej. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze mechanizm dziatania
badanych peptydomimetykéw ma charakter ztozony i obejmuje zar6wno
oddzialywanie z btong komoérkowa, jak 1 wplyw na procesy
wewnatrzkomorkowe.

W analizach proteomicznych PISA i FITExP nie wskazalam jednoznacznie
celu molekularnego badanych peptydomimetykow, jednak wuzyskatam
informacje o zmianach zachodzacych w proteomie MRSA po ekspozycji na
zwiazki. SzczegoOlnie istotne bylo podobienstwo profili odpowiedzi
proteomicznej dla A-76 1 A-241, co moze wskazywac na cze¢§ciowo zblizony
sposob dziatania tych analogdéw ze wzgledu na ich zblizong aktywnos¢. Brak
jednoznacznego celu molekularnego ponownie sugeruje ztozony mechanizm
dzialania tej klasy peptydomimetykow, obejmujacego  zaréwno
oddzialywanie z ostonami komoérkowymi, jak 1 wtoérne zaburzenia proceséw
wewnatrzkomorkowych.

Analogi A-20 stanowia obiecujaca grupg peptydomimetycznych kandydatow
do dalszych badan nad nowymi strategiami zwalczania zakazen
wywotywanych przez MRSA. Najwigksze znaczenie aplikacyjne w niniejszej
rozprawie maj3 analogi A-76 oraz A-241, ktore tacza wysoka aktywnosé
przeciwbakteryjng, zdolnos¢ redukcji biofilmu, stabilnos¢ w warunkach
zblizonych do fizjologicznych oraz brak istotnej toksycznos$ci (w stezeniach

hamujacych wzrost bakterii) wobec komoérek gospodarza.
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Zalacznik 1
SMILES (ang. Simplified Molecular Input Line Entry Specification) zawierajace

struktury zaprojektowanych peptydomimetykow.
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A- v CC(C)(C)cleee(/C=C/C(=O)NC[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=O)[C@H](NC(=0)OCc2ccccc2
241 )
CCCNC(N)=N)CC(C)C)C(C)C)cel
v CC(O)[C@@H](CNC(=0)CCCCCCCCCCCCCCCINC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H]
(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCclceceel
v 0O=C(OCclcccec] )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=O)N[C@H](CN
C
(=0)CCceeeccecceececo e e
v C[N+](C)(C)CCCC(=0)NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCCNC(=N)
N)NC(=0)OCclccceel)C(C)C
v O=C(CICCCNI1C(=O)NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0O)[C@H](CCCNC(=N)
N)NC(=0)OCclceeccel)C(C)C)N(CC=C)CC=C
v O=C(/C=C/clcccol )NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCCNC(=N)N)N

C
(=0)OCclceecc])C(C)C

180




v

COCCOCCNC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCCNC(=N)N)NC(=
0)
OCclcceecl)C(C)C

v

0=CINC2C(CCCCOCCOCCNC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CC
CNC(=N)
N)NC(=0)0Ce3ccece3)C(C)C)SCC2N1

v

N=C(N)NCCCC(NC(=0)OCclcceec])C(=0)NCC(NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)C(CCCN
C(=N)N)
NC(=0)0Ccleceee)[C@@H](C)C

v

0=C(OCclcccec] )NC(CCCNC(N)=N)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)CINCCCCI1)C
(©)C

v

N=C(N)NCCCC(NC(=0)OCC(CF)(OC)OC)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=C/clc
cceel)C(C)C

v

CC(C)C(0)C(C)(C)COC(=O)NC(CCCNC(=N)N)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=
C/cleceeel)C(C)C

v

O=CINCCCICC(=O)NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@
H](CCCNC(=N)N)
NC(=0)OCclccceel)C(C)C

234

0O=C(OCclccccc )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0O
NC=C\clcccecl)cleceecl

242

0O=C(OCclcccce )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N1Cc2cccce
2CCICNC(=0)\C=C\clccccel

244

0O=C(OCclcccee )N[C@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@H](CC(C)C)C(=ON[C@@H](CNC(
=0)\C=C\clcce(Br)ccl)C(C)C

245

Celeee(/C=C/C(=0)NC[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)OCc2ccccc2)CCCN
C(N)=N)CC(C)C)C(C)C)ecl

246

COc1¢(0C)ce(ec10C)\C=C/C(=0)NC[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)OCclc
ceee])CCCNC(N)=N)CC(C)C)C(C)C

247

CC(C)(C)clece(/C=C/C(=0)NC[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)OCc2cecec
YCCCNC(N)=N)CC(C)C)C(C)C)ecl

181




248

0O=C(OCclccccc )N[C@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@H](CC(C)C)C(=O)N[C@@H](CNC(
=0)\C=C\clccc(OCc2ccccc2)ecl)C(C)C

0O=C(Cclccenc] )NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=O)[C@H](CCCNC(E=N)N)NC(=
0)OCclcecccl)C(C)C

0=C(NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCCNC(=N)N)NC(=0)OCclcce
ce1)C(C)C)CN1CCCCl

S=CIN=NC(S1)C(=O)NC[C@@H](NC(=O)[C@H](CC(C)C)NC(=O)[C@H](CCCNC(=N)N)
NC(=0)OCclcceeel)C(C)C

N=C(N)NCCC[C@H](NC(=0)OCclcccce])C(=0)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N[C@H](CNC(
=0)N1CCN(C/C=C/c2cecec2)CC1)C(C)C

0=C(OC)clcce(cel)/C=C/C(=0)NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCC
NC(=N)N)NC(=0)OCclcceec])C(C)C

0O=C(OCclcccce )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=O)N[C@H](CN
C(=0)Nclnenc2nc[NH]c12)C(C)C

0=C(OCcleccec] )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=0)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N[C@H](CN
C(=0)C1=NC(=0)c2[NH]cne2N1)C(C)C

0=C(0Cclcecee )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=0)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N[C@H](CN
C(=0)C=INC(=0)N=CC=1)C(C)C

0=C(OCclcecee )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=0)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N[C@H](CN
C(=0)/C(0)=C/clccece1)C(C)C

0=C(OCclcccec] )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=0)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N[C@H](CN
C(=0)/C(F)=C/c1cecce)C(C)C

0=C(OCclcccec] )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=0)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N[C@H](CN
C(=0)/C(1)=C/elccece)C(C)C

0O=C(OCclccccc )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=O)N[C@H](CN
C(=0)C(F)Cclcceccl)C(C)C

0=C(OCclcccec] )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=0)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N[C@H](CN
C(=0)C(I)Celccece)C(C)C

0=N(=0)clece(CCC(=0)NC[C@@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)OCc2cce
¢c2)CCCNC(=N)N)CC(C)C)C(C)C)ecl

182




A% 0O=C(OCclccccc] )N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=O)N[C@H](CN
C(=0)\C=C\clcce(F)ccl)C(CO)C
A% C[C@@H](C(=O)NCC(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)OCclccecc1)CCCNC(N)=N)CC(C)C)C(
C)C)cleec(CC(0)O)ccl
v N=C(N)NCCC[C@H](NC(=0)OCclcccccl)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=0)N1c2ccecc2CC
1CNC(=0)/C=C/clccccel
A% OC(=0)CICC=C(CI)CCIC(=O)NCC(NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0O)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)O
Cclecceel)C(C)C
\Y% CC(C)C(CNC(=0)/C=C/clcccecl )NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0O)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCC
(CC)nlcencl
\Y% N=C(N)NCCCC(NC(=0)OC(C#C)CCCC)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=C/clccc
ccl)C(C)C
\Y% CC(C)C(CNC(=0)/C=C/clcccec] )NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0O)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCC
1CCC=CO1
\% Ncleee(eel)S(=0)(=0)CC(=O)NC[C@@H](NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCCN
C(=EN)N)NC(=0)OCcleeceel)C(C)C
\% CC(O)[C@@H](CNC(=0)C(Cclcceecel)CO)NC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCCN
C(=N)N)NC(=0)OCclcccecl
\% Oclcee(CC(C(=O)NC[C@@H](INC(=0)[C@H](CC(C)C)NC(=0)[C@H](CCCNC(=N)N)NC(
=0)OCc2ccccc2)C(C)C)C(C)O)ccl
A- VI 0O=C(OCclcccec] )N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@
249 H](CNC(=0)\C=C\clcec(ce1)C(CHC)C)C(O)C
A- VI 0O=C(OCclcccccl )NC(CCCNC(N)=N)C(=O)NC(CCNC(N)=N)C(=O)NC(CNC(=0)Cclcce(C
250 C(C)C)cc)[C@H](C)C
A- VI 0=C(OCclccccc )N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@
251 H](CNC(=0)\C=C\clcce(cel)C(C)(C)C)C(C)C
A- VI O=C(OCclccccc )N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@@H](CCCNC(N)=N)C(=O)N[C@
252 H](CNC(=0)CCCCCCCclccceel)C(C)C
VI 0=C(OCclccccc )N[C@@H](NCCCNCCCCN)C(=O)N[C@@H](CC(C)C)C(=O)N[C@H](C
NC(=0)\C=C\clccceel)C(C)C
VII N=C(N)NCOC(=O)NC(CCCNC(=N)N)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)\C=C\C)C(C)

C
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Vil

Cclee(CC)e(COC(=O)NC(CCCCNC(=N)N)C(=0O)NC(CC(C)C)C(=0O)NC(CNC(=0)/C=C/C)
C(C)C)ccl

VII

Cclec(COC(=O)NC(CCCCNC(=N)N)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=C/C)C(C)C
)c(CC)ccl

Vil

Cclee(CC)e(COC(=O)NC(CCCCNC(=N)N)C(=0O)NC(CC(C)C)C(=0O)NC(CNC(=0)/C=C/C)
C(C)C)ccl

VII

CC(C)C(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)OCclc(ccce] CCCC)CCCC)CCCCNC(=N)N)CC(C)C)
CNC(=0)\C=C\C

Vil

CC(C)C(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)OCclec(CCC)e(cel )CCC)CCCNC(=N)N)CC(C)C)CN
C(=0)\C=C\C

Vil

CC(C)C(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)OCelec(CCCC)e(ce1)CCC)CCCNC(=N)N)CC(C)C)C
NC(=0)\C=C\C

VII

Cclec(COC(=0)NC(CCCNC(=N)N)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=C/C)C(C)C)c
(CC)ccl

Vil

CC(C)C(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)OCeclccec(CCC)el CCCC)CCCNC(=N)N)CC(C)C)CN
C(=0)\C=C\C

VII

CC(C)C(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)OCclccec(CCCC)eICCCC)CCCNC(=N)N)CC(C)C)C
NC(=0)\C=C\C

Vil

CC(C)C(NC(=0)C(NC(=0)C(NC(=0)OCclccecc 1 )CCCNC(=N)N)CC(C)C)CNC(=0)/C=C/C

Vil

Celeee(COC(=0)NC(CCCNC(=N)N)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)\C=C\C)C(C)C)

ccl

Vil

OC1COC2C(COC21)OC(=0)NC(CCCNC(=N)N)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=
Cl/clecceel)C(C)C

Vil

OC1COC2C(COC21)OC(=0)NCC(NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0O)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)0C
clceeecl)C(C)C

Vil

N=C(N)NCCCC(NC(=0)O/N=C/C(C)(C)S(C)=0)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=
Cl/cleccecl)C(C)C

Vil

OC1C(COC(=0)NC(CCCNC(=N)N)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)/C=C/c2ccece?)
C(C)C)OC(0)C10

Vil

CC(C)C(CNC(=0)/C=C/c1eceec ] )NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)0OC1
2COCN2COC1

Vil

O=C(OCC10C(=0)C(O)CIO)NC(CCCNC(=N)N)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C
=C/cleccec])C(C)C

Vil

N=C(N)NCCCC(NC(=0)OCelccece)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)N1CCC2(CC1)
0CCO2)C(C)C

VII

CCICN(/C=C/C(=0)NCC(NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCc2ccecc2
)C(C)C)CC(C)01

Vil

N=C1C=[N+](CCCC(NC(=0)OCc2ccccc2)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)/C=C/c2cc
cec2)C(C)C)[N-]01

VII

0=S1(=0)CC=CCI1CC(=0O)NCC(NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCcl
cceecl)C(C)C

VII

OC1CC(/C=C/C(=0)NCC(NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCc2cccec2
)C(C)C)CC10

184




VII 0=C(OCC1(C)CC=CC1=0)NC(CCCNC(=N)N)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)/C=C

/clceceel)C(C)C

VII NC(Ccleceecel)C(CHN)NC(CCCNC(=N)N)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)/C=C/clcc
cccl)C(O)C

VII OC1CCCOCI1/C=C/C(=O)NCC(NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0O)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCclc
cceel)C(C)C

VII N=C(N)NCCCC(NC(=0)O/N=C/C(C)(C)S(C)(=0)=0)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=
0)/C=C/clccecc])C(C)C

VII CC(C)C(CNC(=0)/C=C/clcccce )NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0O)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)ONC
(=N)clcc(C)onl

VII N=C(N)NCCCC(NC(=0)OCC#CCOC(=0O)C#C)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/C=C
/clceceel)C(C)C

VII OC1(/C=C/C(=0)NCC(NC(=0)C(CC(C)C)NC(=0)C(CCCNC(=N)N)NC(=0)OCc2cccce2)C(
C)C)C=CC(=0)C=C1

v OC1CC(C(=0)OC)N(C1)C(=O)NC(CCCNC(=N)N)C(=O)NC(CC(C)C)C(=O)NC(CNC(=0)/
C=C/clcceccl)C(C)C

VII N=C(N)NCOC(=0)NC(CCCNC(=N)N)C(=0)NC(CC(C)C)C(=0)NC(CNC(=0)\C=C\C)C(C)
C

185



Zalacznik 2

Pelna lista biatek zidentyfikowanych w eksperymencie PISA. Bialka oznaczytam za

pomocg numerow akcesyjnych UniProt (ang. UniProt accession numbers).

Q2FFI7 Q99RE7 Q2G2X4 Q2YXK4 Q99X26
A6QFF9 QSHISS P64417 P64172 Q2FZD3
Q99XB3 ASISB7 QSHI9S QSHHS4 ASIU87
Q2G1G5 Q6G914 Q2G181 P60299 Q2FZP9
ATWZ80 POAOK9 POA091 QSHF02 P63469
ABZ059 P63618 A6QKS86 ATX274 Q7A181
Q2FIH7 Q6GIV5 Q2FUX3 Q5HIA2 Q6G7L8
QSHGI2 Q6GGW9 Q932F5 Q2YZAS5 Q6G6H3
A6QHF7 A6QGY6 Q2FWH6 AOAOH2WZY4 POAOE2
Q6GC90 Q6G9C3 Q6GEK7 Q6GBZ8 Q6GFYS
A8Z347 AOAOH3K 104 Q5HIG6 Q2FFH9 P99166
Q6GK49 ATX4S6 Q7A339 Q2G2P5 A6QHF8
ATWYSI Q5HG59 Q7A5M9 Q6G7K2 Q6G990
Q6G905 Q2FEW4 POA038 ATX574 P67640
Q2FI50 Q5HI43 Q2FYI5 Q2G2P8 Q99R80
Q2YSFO Q2FDE7 Q99RES ASIQ98 Q5HG58
A6U3Z8 Q2YX92 P65896 Q931102 Q99RE2
Q7A0D7 Q2FYGl A6U152 P67717 P67513
POAODO A6U317 Q6GHLI1 AOAOH3JTLO A7X1G4
AGTZRO ATX2R9 P66656 Q7A5N7 POAOP1
AG6QFD6 Q99IWG4 QSHGE6 AOAOH3INBO Q6GI66
Q2YSV9 P60087 Q2YVH4 P67429 A8ZOV3
Q5HD56 ASIWAO Q2FFM9 Q2FWD6 Q932F7
P64126 032421 QYZHA?2 A8Z5H6 P63664
Q7A2K9 QSHE93 Q2FII8 ASTWB2 Q6GG09
P66553 AOAOH2XK79 QS5HH27 Q2FV54 Q99565
ASYYTI Q6GAVS ATXO0F8 Q6GHQI A6U4Y6
P65140 Q0Q217 P18357 Q99VC4 Q6GDPO
Q7ASH7 ATX5C4 ATX238 Q2FW35 Q2FXZ3
Q6GIT7 Q08854 P63333 ASIVCT A8Z045
A6U271 Q7AII3 AOAOH3IR16 ASINY7 AOAOH3IX98
Q6G723 Q99WG5 Q99ULI AG6QDF1 P64335
POA0J7 A6QIUS P19241 P65819 005338
QSHFJO ASIV75 P66905 AGUOT3 Q2FEM9
ASIVD7 P65445 Q2YX63 Q2GOE1 P67021
Q8NUR2 ASIV69 QS5HIQ7 P63335 Q2YTC2
Q99UH2 A6QIDO ATX112 Q2G2M4 QSHFU2
AG6QIN3 Q6GBY7 P63483 A8Z2M7 QS5HH63
P99174 Q6G609 P63538 Q93115 Q2YUDS

P68820 P66358 Q6GCI6 ATX2P6 P58964



Q99547
P65421
Q99XB4
ATX569
P72358
QSNYDO
Q6GB70
A8Z425
Q2YXX9
Q99523
P45554
Q7A6CY
P64324
ASIQN7
Q2G260
Q2FX88
Q7A0Y4
QSHHDI
Q2G1B9
Q99W68
Q2FW20
Q2FIR7
Q7A7B4
Q6G6Y6
QSHGI7
Q99QS1
Q99RQY
P64380
P65635
A6QFY]1
ASISF5
QSHCY9
AG6U4B6
P99177
P63549
Q2YY39
P63980
Q2FENS
Q2YSES
P00807
Q6G7P3
Q931P4
Q99597
A8Z4B9
Q2YXI11

P60224
Q2FH24
Q2FW39
A7X111
P60380
Q6GA19
P81177
Q7A0U4
QSHHQ4
P63800
Q2FZ91
Q6GIN2
Q99TX9
ATXOW1
Q7A1Q0
ASISZ6
A7X388
Q2G0S8
Q6GFT9
Q2G178
ASIQA0
Q6GFBS
QSHE97
P68826
Q7A2R3
Q2FGF8
POAOH!
Q6G790
Q5HI99
Q6GITO
Q2FIN3
AOAOH3JT74
Q6GENS
Q2FI80
QSHGM?7
QSNXA0
P64269
Q6GI03
Q6G786
Q7A305
QSHDRS5
Q6GFI14
Q2YSH7
POAOBO
QSHDL2

Q7A6L9
ASIPCS
Q99US8
ASIVU3
Q2GIM9
Q2G129
Q2YWA3
Q2FFY7
Q6GIG1
Q2YXE3
Q2FWZ0
P0A033
QSHGV0
P07767
QSHGK7
Q53588
A6QGG5
Q2YYBS
Q2FYM7
Q99R54
Q7A697
P63382
ATXIT3
Q6GKEO
Q6GI11
Q2FWZ8
Q6G7I3
AS1S26
QYL4S2
Q2FGF0
Q2FEQO
POAOMS
AS5IQ45
Q99V50
Q6GCF3
Q6GIMS
P60961
Q9IWG6
Q2FY06
POAOL7
Q2FGALI
A6UIAS
P65966
POA004
Q6GHGO

Q7ATF8
Q2FERI
POAOE7
Q6G9D4
Q2FV99
POAOGS
A7TX0T9
A6QGZ7
AG6U3W6
P66866
Q2GOK7
Q7A0I2
QSHHGS
QSHDVS
ASIUI9
Q99RI0
A6QHD6
Q6G9Z2
POA053
Q2YX86
QSHGNI
P99102
POAOB6
JTRUAS
AGTYWO
Q6G8S4
Q2GOP5
Q2G2A2
QSHGA3
Q2YV11
A8Z4WS5
QSHE48
Q6GFW9
P65424
Q2G2X2
Q99SY9
AOAOH3JT43
Q99VV3
P60614
Q2FVJ6
Q2YUHS3
Q8NUQ4
AOAOH2XEKS
Q7AGF8
P65664

AOAOH3JUU7
Q6GEI6
P99062
A8YY02
Q2G1C4
P66775
P65862
Q6GGZ0
Q2GOP8
Q2YVY3
A6U415
Q6GICO
Q5HD73
A6U077
P99173
Q5HF31
P65825
A6QIMS
Q2G182
Q2GIM8
Q2G0I19
Q2FVRI
P21224
Q2FG49
P66816
AOAOH2XHVS
Q6G617
QSHGF5
Q99QY4
Q7A1CO
Q5HGVS
Q2FKC6
Q99U75
P67370
Q6GBJ3
A6UON9
P60476
Q6G867
Q6G811
Q7A767
AOAOH2WWB5
Q6G970
P65151
Q7A7GO
Q8NWQ6



Q2YWW?7
Q6GEG7
A6U559
Q2GIC1
Q2YWF3
A6QED3
Q5HHUG6
AOAOH2XI17
Q2FG31
Q6GHUS
Q2YXHS
ATX5Y6
P11162
AS5IS68
ATX4]1
A7X782
Q6GEAL
P99098
Q7A4E5
A87242
P07944
A6TZK7
A8Z2R5
AGUIRS
Q8NWZ9
QSHIV4
Q6GIQ9
A6U2AS
Q8NUM5
Q6GEC9
Q6GB77
Q7A083
A6U3L9
Q2FEC4
A6UOW7
Q99V48
Q2YXP3
Q6GSR2
QSHID2
P65695
Q8NYT6
ASISA3
Q7ASEI
P67744
P67199

P64107
P65601
Q2GINI1
P65897
Q6GDQO
A6UIX3
Q7A4W3
Q99R57
A6QH69
ASIRBO
ATX4VT
Q8NULO
Q7A3LI
Q6GF43
Q7A5C0
P64227
Q2YZ47
Q2YSAS
Q6GF73
Q2YSP8
QSHDD7
Q7AGH4
Q99WM3
Q2YV20
P68864
Q2FG64
A8Z2H5
Q6G986
Q2FH98
ATX3G5
Q2YUL3
Q99U87
Q932F8
QSHDV7
Q6GRY3
Q6G987
Q2YSB4
Q2YX35
Q2YV76
Q7A784
Q6GEU7
Q2YYO05
POC600
P38507
Q2YXZ6

ASIRHS
POA060
P67578
Q99TK9
P67337
Q6GEV0
Q2G1M6
A7X3B0
Q7A7P2
ATX1U3
Q99VI2
Q6GFRO
Q8NW17
Q99VF6
Q6GTRS
Q99TLS
Q5HI32
ATXT35
Q932K6
A6QHF1
Q2YSBO
P20384
P64319
Q2YWP2
Q7A124
Q2FKO1
Q2FJA2
POC1U9
Q6GA90
Q2G026
Q6GDS8
Q2FV57
Q99W83
Q6GGZ5
A7X203
Q6GBT4
AG6UIL7
Q7A4V2
Q6GEK 1
POA042
Q2YXX8
A6U3D4
PODP65
Q2FHR7
AOAOH2WWP1

POA050
Q99WT9
Q6GHW9
QSHGV4
Q2FIC8
Q2FUW2
Q99IWAO
AOAOH2XDF9
Q9IWGO
AOAOH3JPC6
Q2G030
Q6GH04
Q6GIW4
P72367
Q2FDQ4
A6QK48
P65944
Q931E9
Q2YYH4
Q6GBRI1
P99108
P65205
ASITS7
P63526
QSHE70
A6QET9
Q6GDM?7
P65289
Q2YUY9
A6QEJ4
A6QIR1
A6U170
QIF4G3
P65400
Q8NUHS3
P60219
Q2FXAS
Q2FZW3
Q2YXZ9
P00644
Q2FK44
Q6GC45
Q6GH31
Q7A780
Q2FWX9

A6U209
Q2YZ25
Q7A887
P67040
Q6GIN3
Q79ZX9
QSHCR7
Q99VB5
P65708
A7X624
ATX2I1
Q2GOT1
Q7A338
A6TYKS
A8Z3U3
A7X4U5
P99164
Q2FWJ9
Q2FWDS
QSHELS
P66083
Q2G1C2
Q2G1B8
QS5HF86
Q2FG29
Q6GBR7
ATX578
Q6G5Z7
Q6GCL7
P65229
Q2FUW3
P65479
ATX1J3
A6QHA9
P20723
A7X1P4
P66923
Q2YSGO
Q2YWCS
Q2FXG9
Q2FG63
QSHHD9
ASYY10
Q2FW72
Q2YWNS
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ATWYSS
Q2FZ95
Q2FEPO
Q2FF95
Q2YXLS5
Q6GCR4
AOAOH3JU73
P66579
ASIRDS
A6U113
P99063
Q8NUV0
P99090
Q2FWEI
Q2YXT2
Q5HG56
Q2FIES
P66174
QSHHRS5
A6U4Y2
ATX0M6
ASIVKS
Q5HGO1
QS5HF38
Q2FEZ3
AOAOH3KDT7
Q2FH09
A6QG68
QSHGH2
AOAOH3JTKO
ATX3A6
P60856
Q8NXY3
Q6GC85
P64054
Q6GEG1
Q2YY03
P66416
Q2FVA4
P63729
P66759
ASTU40
ATWZ06
A6TXF9
P03064

Q2GI1T3
QSHH19
P60855
ASIVS1
QSHFD3
Q7A441
Q2YXLI
Q6GIA3
A8Z450
Q8NX96
P99139
Q99XB5
Q2G2B2
Q53638
Q6GGX3
QSHE95
QSNXF2
Q2FEV9
ATX2A2
P64120
Q6GI81
Q2YWN2
Q6GFZ2
AG6US15
P63584
Q6GHW4
Q2G297
POA048
A6U2I2
ASIS63
P63921
P64217
QSHIDS
Q5HIJ5
Q7A2R8
Q7ATR9
Q7A5G8
AOAOH3JUG6
Q6GI80
Q2G0D4
POA040
Q2FH71
A6U0CS5
Q2YXF9
031211

Q2YX59
ATWXP7
Q2FI72
P63433
P64240
QY9RF2
Q2YT67
Q6GATO
P99146
ASITM3
Q99TAO
Q2YYP9
POAOD9
ASIQG1
P99099
Q6GHNS
POC1S0
QSHEY4
Q2YWV3
Q6GJIH6
P65849
P99068
Q99SU7
Q2FHUS5
ASYYR9
Q6GIE7
P99161
Q2GIN2
POAOKO
POA079
AOAOH3JQ59
A6U155
Q2YTB5
Q2FYS7
Q2YUL6
Q2GOP7
Q59801
Q2FZE3
ASIQL3
Q2YUU9
Q6GIR7
QY9RF5
POA069
Q6GH60
A6TYV4

Q2FWCS5
Q2YU47
P64290
AGTZT7
Q8NUT2
P63949
P67571
P63576
Q6GAS89
AGUOCO
P66918
POAOP7
Q6GEI4
AOAOH2XKG3
Q6GDH2
P64146
Q6GKT9
Q6GI63
Q7AS5LS
A6QIC6
P63844
Q6G8T4
AGU1I1
A6QHHS
ASIQ83
P65492
P99150
P31024
Q99SN6
P99087
AG6U519
A7X0D9
Q2YSBS
Q2FVT2
ASIQL2
P67344
AOAOH2WZ38
POA065
P67425
A6U2L4
Q8NWR2
Q5TKS0
QSHDU4
P67272
P64142

ASIPU6
Q8NWS55
QSHDMI
A7TXO0H6
Q7A2Q0
P66013
Q2GIEI
A6U0C2
Q7A6Q5
P64355
P64231
Q7A5K4
Q99U32
ASIWD7
Q7A3F4
P99137
Q7A086
P14738
P66469
D3ERJ1
Q6GBW9
P61431
Q5HDY1
Q7A598
Q6G890
A6U3Z2
Q2FYLI
A6QEJ1
Q2FDS6
QSHEP4
Q2FHS55
Q6G9Y2
Q2FK46
ASIRWO
Q931HS
A7X202
Q8NWS7
ATX2Y4
Q6GHY6
P66971
A8Z3V4
ASZIW6
P63764
QSHFZ6
P60609
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Q2YT95
A6TZJO
A6U2E7
Q6GBC4
Q2FV31
P67011
Q2FGLI
ASITA3
P65230
ASISLY
P99116
AG6U574
A6QIRS
A6QFI3
Q2FW11
A6U4R9
A6QH79
A6QGCO
A6QHL2
A6TZ11
QS5HF56
Q6GIEO
A8Z018
A6QHK9
ATX1H4
AGUIG8
Q99SG2
AOAOH3JRU9
AG6QFH2
Q2FUW9
ASIUU9
AOAOH3JT80
Q7ATF9
Q8NVI5
Q7A417
Q2YSI9
ASITC3
Q99XG5
Q7AON4
A6QGK 1
ASIU67
Q6GAF9

QSHIE?
P67395
QSHCYS
A6U3S5
Q99W72
P63939
Q7AS5I6
A7TX5F7
Q6GHU7
A6QHC1
P64028
ASIPW7
Q6GB68
ASITV6
P60296
P65659
A6QEK3
Q6GID9
P63871
ASIV70
POA097
007319
Q2YY66
Q2YUY7
Q6GEV3
POCOZ1
P60089
Q99W51
Q6G711
P63892
ASITM4
Q2FZU0
AT7X333
Q2YVRO
Q7AS5J0
Q2YT47
Q99VX6
Q99537
Q6G929
ATXIL7
POAON7
Q99516

P63513
POAONI
AOAOH3JXA3
A7X623
Q2FWGO
A6QEJ2
P99176
Q7A7S2
Q2FI77
A6U2Q2
A6U174
Q6GFZ6
ATWZR5
Q99VJ4
Q2YWI9
QSNVC9
Q2GIM5
P60944
Q2YWGO
A6QJIK3
Q932A8
P64341
QSHHZ9
052582
P64309
Q6G6HS
Q6G778
A6QET1
ATWXI2
P99086
ATWXAS
QSHIHS
Q6GHUO
QSHEF5
Q2YWBI
Q2FEI8
ATX240
P66563
Q99W48
Q99VDO
A6U122
QSHFAS

AGU3US
Q6GIRS
A7X013
Q6GH63
Q6GG30
ATX149
Q6GI01
P99124
Q6G642
Q2FZ71
A6QD41
ASITDO
Q2FW70
Q7AT7E3
A6QHA6
Q2FXS9
ASIVBS
P68799
QSHFC1
A7X1P3
ATX210
ATX575
P60074
ASIU71
P99065
P60912
Q7A7X5
P63859
ASIV71
Q6GK26
Q8NVU6
QS5HF79
Q6GHN2
Q2FZ28
Q2YUJO
ATX6T9
Q6GH53
Q6GFJ6
P99134
ASISS7
Q6GGU4

A6U3K3
P65133
P66936
Q2G110
A6U472
Q6GIM1
Q2YT14
Q99RD2
Q2FZL3
Q6GCS2
Q5HG20
P52078
A6QJ60
P64235
Q2FY37
Q2YUM9
A6QHR2
Q2FXL6
Q6GI75
A7TX5G3
ATWZ02
A6QIG6
P68262
Q99WUS3
Q6GHQ9
QSHFZ7
Q2FII6
Q2YXO06
Q2FZF1
Q2G222
Q7A0A0
A6QFS5
Q6G8Q1
Q6GT7K4
P65236
Q2G2T3
Q2YXWO
QSHDM6
A87454
A7X113
Q5HI9%
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Zalacznik 3

Pelna lista biatek zidentyfikowanych w eksperymencie FITExP. Bialka oznaczylam za

pomocg numerow akcesyjnych UniProt (ang. UniProt accession numbers).

AGU3Z2 Q6GEY3 ATX4US POCOZ1 POA079
ATX2Y4 POA097 QSHFC1 Q6GIML ASIRHS
Q6GB70 QSHFAS A7X203 AGQDF1 Q6GKIJ3
Q2YYPY P68826 Q2G1B8 QSHE97 A6U2I2
AOAOH2WWP1 A6U317 QSHHDI Q6GHLL1 Q2FZ91
QSHFZ8 Q6GFV0 QYWW7 POAOGS P09616
005338 Q7AT7E3 Q2FEX4 Q2G218 Q6GHW4
POA040 A6QKC4 Q2YUL6 Q99RF2 A8Z3V4
AGUIRS ATXT35 AGQHL2 QSHG12 P65133
P66469 Q6GHC6 AOAOH3JUU7 Q6GEAO Q2GIN1
Q2FIR7 Q6GHK6 ASIWD7 QS5HE93 Q7A6CY
ASIUS7 Q2FXZ3 Q2GIM8 Q2FG64 Q6GEC4
Q2YSB4 Q2FIES Q7A780 Q2FERI Q2YY76
Q2FUWS3 A6U2L4 P63483 Q2FDQ4 P63335
P66416 P99116 Q6GHW9 Q8NXX7 AG6QHA9
AOAOH2WWB5 Q6G8Y3 Q7A7S4 Q6GIT7 Q2FW70
Q8NWZ9 QS5HIQ7 QY9RD2 Q6GIV5 Q2YTA7
ASIPCS POAONT Q6GHKS POAOK9 P99176
Q6GKG7 ASTWAO P00807 P99065 A7XO0H6
Q2FXL6 AOAOH3JQ59 Q8NUV0 Q2FUX3 Q6GIG1
P65695 P64054 Q2FF95 QSHIG1 Q2YSJ9
AGTXF9 Q2FDKS5 Q8NXE7 Q7A7RY Q5HDM6
Q6GCS2 QS5HELS Q6GIW4 A7X149 A6UON9
AGU3US Q6G786 QSHICS Q99VJ2 P64341
Q99V14 Q6GIEO Q14U76 P65825 Q93115
Q2FWGO Q2G181 Q2YVH4 Q5HI32 ATX623
P64142 Q7A4W3 Q8NUR2 Q2YW62 P64002
Q6GII3 Q6G986 Q6G7LS Q5HG56 Q7A7S2
POA091 A8Z425 AG6QHF7 A6U0C2 AS5IU40
Q99VF6 ATWZRS Q6G7RS Q2FH51 P11162
QSHHRS Q2YU38 A8Z2RS AGU1GS Q932G7
P64172 Q5HIJ5 Q6GGW9 Q6GFW9 ASIVD7
Q9IWT2 AS5IQ98 AOAOH2XK79 POA060 Q2YT14
Q7A7GO P31024 Q6GECY Q2FWD6 Q2FHS55
Q8NW73 ATWZ02 Q2YX63 Q931P4 P64227
P63433 Q5HG20 P99098 A6QIDO ATX240
A6QHC1 POAON7 ATX202 QSHFYS Q2FZW3
QG6GENS Q2FE74 Q7A086 QSHGA3 P99161
P64217 P64126 P64240 ASINY7 Q7A2Q0
P99166 Q2FGF8 Q6GBY7 QSHE95 QSHIHS
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POAOE7
Q6GAT0
QSHDVS
P67040
Q6GIR7
Q8NW87
Q2YYBS
AG6UIN4
POC600
A6QHK9
A6QFS5
ASIS26
ASIVCT
Q6GIE7
P99173
P66013
P63871
ASIUU9
Q6G642
052582
Q2G2X4
QSHGI7
Q6GA90
Q2YSB5
AOAOH2WZY4
ASISL9
ASIQL3
A6U3Z8
A6U1J1
A6U077
Q2YZ47
ASITM3
Q6GI81
ATX578
P65708
P65424
P66866
A8Z4B9
Q99SY9
Q99TLS
ATX3G5
Q932K6
P99086
QY9RE7
Q2G2P8

Q99XBI
AOAOH3INBO
P65849
A6U1X3
P66991
A7TX1P4
Q99W83
P65664
AOAOH3JRU9
Q6GIC2
P03064
ASIV75
ATX5Y6
Q6GCL7
P64107
P66775
A8Z018
Q2YWI9
Q7A339
Q2FFM9
P65635
A6QD58
AOAOH3JXAS
A6QIMS
Q6GDM7
A6U515
Q7A4E5
Q7A3LI
Q99W48
Q2YUHS3
A6QEJ4
AOAOH3K6Z6
Q2YXK4
POA050
Q99X26
Q2FG31
Q8NXY3
Q6G609
QSHGK7
ASITA3
P99068
Q2FZ28
ATX5C4
Q2FVT2
ATX5F7

Q8NX19
Q6G990
QG6GEP3
Q6GH63
Q2FKO01
Q6GF43
Q6GBC4
Q7A598
Q99597
Q6GITO
Q2YXHS
A6QEI9
QSHES9
ASITDO
Q932A8
Q2YXWO
A6QED3
A6TYKS
A6UOT3
P18357
A6U3D4
Q2YX59
Q2FEV9
Q2YYQ6
Q931HS
Q2FJ50
POAOJ7
A7X1U3
Q8NVU6
AOAOH3JR16
Q99V386
Q2G178
AOAOH3JXA3
Q99WAO
Q8NWM5
A6QHHS5
Q6GI63
Q6G8QI
Q2YSF0
QSHHD9
Q2YWV3
Q6GAU2
Q2YX86
Q99VJ4
Q5HDY1

ASIPW7
Q2FIH7
ASYYR9
Q6GHUO
QSHEY4
P31716
Q2YTBS
P81177
Q6GDH2
ASIRBO
QSHEF5
A7XO0T9
Q6G9C3
Q99SU7
Q2G1C4
Q6GF73
Q2FXAS
Q7A6Q5
Q7A7P2
A8Z450
P60609
P19529
Q932F7
AOAOH3JT43
Q6GDPO
031211
Q2FI77
Q7A6L9
Q6GIZ6
ASISB7
AOAOH2XEKS
Q2G1B9
Q7AS5LS
A6QGY6
AG6TZI0
Q5HHBI
P65289
Q2FUW9
ATX6T9
POAOBO
POAOE2
Q2YU47
QSHHI2
Q99QS1
Q2G0D4

Q99RQ9
Q6G6V7
Q6G6Y6
Q6GHNO
Q2GIN2
ATWXP7
Q99ULI
P64335
Q7AG6F8
Q6GHN2
P21224
Q6GHL4
Q7A742
QSHCYS
A8Z2M7
Q7ATXS5
AOAOH3KDT7
Q2YSP8
A7TXOF8
Q6GIR6
A6QGG5
Q8NUT2
POA065
Q2FIC8
ATXI1T3
POA069
Q6GEK7
Q2GIM9
POA048
P66656
Q2YY39
ASIPI5
Q2YST2
Q6GC45
QSNXY8
Q2YUTO
Q2GOP7
P63953
P67272
Q2FZ95
A7TX4N1
Q6G8T4
ABZ5H6
QSHCL3
P65205
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A6U271
ASIVU3
Q2G2T3
ATXOW1
A6QJ60
P20384
Q2YSAS
A8Z4WS
Q2FY06
Q6G9Z2
Q8NWS55
Q99IWGS5
P99164
Q7A7F9
ATX2R9
A87454
A6QIC6
P60944
QSHHUG6
A7X1H4
Q6GIJRS
P99087
Q99XB4
Q7A3F4
Q7AON4
P60074
Q2G2A2
Q2YV73
Q2FHR7
A6U2Q2
Q6GB68
Q99WM3
ASITC3
P99062
Q8NWQ6
Q6G7I3
QSHFD3
Q6GII4
ASIQ83
Q2YYH4
Q2FV99
QY9RE2
P67513
Q2FWCS5
POA053

Q6GG09
A6QH69
P65101
Q99R73
POA004
ATWZ80
A6QHAG
Q2FYK3
Q6G790
AOAOH3JUG6
007319
Q6GI80
A7TXO0M6
P65151
Q2FEC4
Q6GEQS
POAODO
Q8NWZ1
P66816
Q2FWI11
ATX575
POAOL7
A6U4Z72
Q2YUL3
Q2FG29
Q5HI96
Q2G2X2
A6QH79
Q99US8
Q6GDK4
Q2G1J0
Q08854
Q2FEZ3
POAOH!
P60855
QSHID2
Q7A5M9
A6U559
Q6GDV6
P66936
Q6GHY6
P99137
P07944
A6U1AS
Q2FFH9

Q8NUQ4
AGUIL7
Q6GAF9
P64363
ASIV69
QSHFZ7
QSHHS4
Q99U87
Q2GIE1
AGU2E7
P66553
QSHF97
P67344
Q2YZB4
Q2YXX1
ATWYS8
ATX624
Q7AICO
Q6GC90
Q7A124
QY9RES
AG6QFJ3
P14738
A6U174
Q5HI43
Q7A2K9
Q7A767
Q2FI70
Q2FVRI
Q6GGZ5
ASIQN7
AGQFF9
Q8NX56
POAOKO
POAOD9
Q2GOE1
Q6GGEO
Q99TX9
Q6GGU4
P63618
ASITR2
QSHD61
Q2FDS6
Q2YWQ8
QSHGE6

A7X0D9
P20723
P68799
G0Z026
Q2FVKI1
Q2G222
Q6G723
A6QIG6
Q99SG2
Q2YWN2
Q2YXE3
A6QFD6
P64231
Q6GBZ8
Q7A5G8
ATWZ06
Q2G297
Q2FJA2
Q2YSES
A6QGK1
Q6GBW9
Q2FY15
Q2FYZ5
Q6G9Y2
P65421
Q7A338
A7TXI1L7
P64417
P66174
Q2YZA3
P63584
P60219
P99177
P66358
A8Z045
Q2FWEI
A6U152
P63939
Q2YWNS
P67717
ATX569
Q99UH2
P63526
Q6GFI4
P66971

Q6GFRO
P60380
Q6GHQ9
Q2YWE5
Q2FI23
A6QKG7
Q2YUDS
Q2YVU6
Q2GOP5
P64355
Q2YSH7
A87446
Q6GID9
Q6GFZ6
Q6GFBS
Q6GFJ6
Q79ZX9
Q2G0S8
P52078
A6QKS86
P65492
Q2FVA4
ASIQG1
P67395
ASIQ91
P64028
AGU2A8
QSHI9S
Q99V48
P65479
Q2YY03
Q2FFY7
AGU3K3
AG6U3S5
P67425
P63844
ASIQA0
P99174
ASIQL2
Q6GEG]
Q2YV76
Q99TK9
Q2G0I19
P66923
ASITS7
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QSHCY9
Q6GBT4
Q2YSGO
Q6GB77
Q2FENS
Q2FW39
A6U122
Q6GI75
QSHH38
Q6GF05
Q2FXG9
Q2FH24
Q7A447
P66563
POC1U9
A6U4Y6
A6QGCO
P67199
QS5HF56
Q2FV54
Q2FWX9
A6QE71
A87552
Q2FWE7
P64380
P64319
P67337
P99063
P63729
D3ERJ1
A8Z347
QSHGVS
A6QHD6
Q6GH31
Q7A0Y4
P68824
P63800
A7X013
Q6GAS9
ATWXAS
P66083
QSNUHS3
Q6GKA4
Q6GKT9
QS5HF86

Q2GIC1
AOAOH3JT74
A6U415
Q6GAVS
Q2FEQ0
Q2FH98
A6TYV4
Q2GIT3
P38507
Q2FUW2
P65659
P63764
P99090
P60299
Q99SN6
Q2YWW1
Q2FZT9
A6QFY1
P68820
Q2FH71
Q6G905
QSHCR7
QSHDL2
Q2FWH6
A6U4B6
P67571
Q9IWE9
POA042
Q7A1Z1
Q6G711
P67744
P67759
ASISA3
P60224
Q2YXF9
Q6GBJ3
Q2GOP8
Q2YT67
A6U311
A6U0C5
P63513
Q2FZU0
Q6GHWO
P65897
Q6G890

Q2FVBS
Q6GGA2
Q2FYS7
Q99R57
P65236
A6QGZ7
QSHF38
Q2FIN3
P64309
Q99VX6
P64290
Q7AI1I3
Q2G026
Q2FYLI
Q2YUM9
A7X210
A6QHF1
P99146
ATX2A2
Q2FWV5
Q6GHO04
P65445
Q7A887
ASIVS1
ASIV70
P63333
Q6G6HS
Q99SW6
Q2G1M6
Q2FWZ8
AOAOH2X117
A6U209
Q2G1T7
A7X111
A6QD41
Q99516
P60856
Q2FII8
Q2FHU5
Q6GIB7
ATX4S6
Q99WI2
QS5HF79
AOAOH2WZ38
A7X3B0

P63469
P63664
P99139
Q99R54
AG6U3W6
Q2YXL5
A8Z059
Q2YWP2
QG6GEV0
P64146
ASISF5
P66918
AGUOW7
Q5HIA2
Q99WGO
A6QG48
Q2FGF0
ATXAVT
ASIU67
Q8NX44
Q2FXV6
A6QIUS
ASIU71
POAOB6
Q99VC4
Q2YSBO
Q7A6H4
Q7A185
Q6G778
P66579
P64269
Q2YUJO
POAOP7
Q7A0U4
P60961
Q2FX88
P99150
Q5HF02
QSHGNI
Q2FFI7
ASIS63
P65140
QIF4G3
QSHE48
Q2YT95

QG6GHNS
Q6G6Y5
Q6GB71
AOAOH2XDF9
Q2YUU9
Q6GI11
Q2FEPO
P65896
Q2YUMS
Q2YSD3
Q6G7P3
A7X238
Q2FKQO
ASIU61
AOAOH3JTLO
A6QFH2
ASIRWO
Q2YT47
Q6GEI4
P99108
P67011
Q6G8R2
A6QIR1
A5IQ45
ATX211
Q99VDO
P60912
Q2YXZ9
ATX1G4
Q6GEU7
Q6GBRI
P65944
Q99U32
A6QEK3
Q2YXX8
Q9IWT9
A8ZA4L2
A6QGP1
Q2G2B2
QSHIV4
Q7ASH7
A6U170
P99099
Q2FHS58
Q8NX78
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A7X113
P60087
Q2YTI3
AOAOH3IPC6
P63980
Q7AS510
Q2YX14
Q2YXX9
Q99R80
Q99VB5
ASIRDS
QI99RF5
Q2YTC2
Q2YVRO
P60089
P65229
QSHIE7
AGU4R9
QSHGV4
P63382
ASZIW6
Q2YYL3
QSHGH2
Q7A5C0
Q6G8S4
Q6GEG7
Q2YXP3
Q931E9
AGTZT7
AG6UI155
QSHDU4
P64324
Q6GEX5
Q2FXS9
Q2FG63
Q8NVI5
ATWYSI
ASIPU6
Q2FW72
Q6G9D4
P19241
AGTZK7
Q8NYDO
Q6GCF3
Q6GEY2

PODP65
P68864
Q99RJO
Q2FG49
A6U4Y2
AOAOH3IT80
Q99523
A8YY10
ATX112
Q7A4V2
Q5HI99
ATX274
A872H5
Q6GHGO
Q7A825
P68262
QSHH14
AOAOH2XHVS
Q2YWF3
P63892
Q6GG33
Q2FW35
P99134
Q2G1C2
Q2FK44
Q2FWDS
Q7A5K4
POC1S0
ASITM4
A6QHF8
Q2FV31
Q99XG5
Q2FWZ0
ATX782
Q2G1G5
Q2FGALI
Q99W68
Q2G2M4
Q6GEA4
POA033
Q2FI80
QSHFW9
Q2FDE7
Q99547
P65601

A6U0CO
Q6GBR7
AGU3L9
ATWXI2
POA00S
Q2YU46
ASITV6
Q2FH57
P67640
POC1S6
Q6GEK 1
Q7A441
Q5SHDD7
P07767
ATX4T1
Q7A2R8
A6QK48
Q7ASEI
ASISS7
Q6GK26
ASIS68
QSHEP4
P99124
Q2FIJ6
QSHF31
Q6G929
Q2FK46
Q6GFWS8
P64120
P63549
QSHDRS5
Q8NW61
ASIV34
QSHDV7
Q6GA19
QS5HF12
AGTYWO
Q2YXMI
Q2YY21
Q99565
P61431
Q2YYNS
Q5HGS58
QSHISS
Q6GH60

QSHGF5
Q2G182
Q2FXP7
Q6GCI6
Q6G867
ASISZ6
POA038
Q2G1Z9
Q99TAO
P65230
Q6GIG2
Q2FZ71
Q6G7I8
Q3V7T4
Q2YSV9
Q2FYM7
Q2GIM5
Q2YXT?2
Q6G919
Q2YX92
Q2YXI1
QSHHQ4
Q99WS51
ATX574
ASYYTI
Q2FEJ8
Q6G8H6
ASIVT1
A6QHR2
QSHFJ0
Q7A417
Q6GG42
Q7A1Q0
Q7AT7F8
A8YY02
Q6GFE2
Q6GHP2
Q2FGLI
Q8NW75
Q99V50
Q6GDS88
A7X1P3
P67021
P63921
Q7A7B4

Q99WU3
Q99U75
Q2FVI6
Q2FY37
Q2G0TI
A6QEJ1
Q7A697
QYZHA?2
Q2YV20
AS5IUI9
ASIVKS
P60614
ATX113
032421
P63576
AOAOH3JX98
Q7A083
Q2YWBI
P65400
Q2G2P5
P63949
Q9IWGH4
Q6GHE0
Q79ZY3
Q2YZ25
QSHIG6
AOAOH2XKG3
Q2YVY3
P60476
P66905
Q2YX35
QSHGU6
Q2FW20
QSHE70
Q6GYR7
P65862
AG6QEJ2
QSHH19
P66759
Q99VV3
Q7A5N7
A6QIR5
P64235
Q6GII5
Q2YXLI
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QSHHZ9 A6TZRO Q9IWG6 Q8NXF2 P65966
POAOP1 P63538 A7TX2P6 Q2FZE3
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