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L. CZESC TEORETYCZNA

1. GRONKOWIEC ZLOCISTY

Gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) jest gatunkiem bakterii
chorobotworczych, nalezagcym do Gram-dodatnich, wzglednie beztlenowych
ziarenkowcoéw rzedu Bacillales z rodziny Staphylococcaceae. Cecha wsp6lna dla tej
grupy jest kulisty lub owalny ksztalt komoérek (o wielkosci od 0,7 do 1,2 pm)
i tworzenie charakterystycznych par podzialowych (tetrad, tancuszkéw lub
pakietéw) [1]. Sam rodzaj po raz pierwszy opisany zostal przez szkockiego
chirurga Alexandra Ogstona w 1882 roku [2]. Zaobserwowal on, ze bakterie
wyizolowane z ropni pooperacyjnych w obrazie mikroskopowym przypominaja
kisci winogron i nazwat je Staphylococcus, od greckich stéw staphyle (grono) oraz
kokkos (ziarno). Co ciekawe, gatunek S. aureus opisany zostal dwa lata p6zniej
(1884 r.) przez niemieckiego lekarza Friedricha Juliusa Rosenbacha [3].
Wyizolowane przez niego gronkowce, na podtozu stalym rosty w postaci zéttych
i z6lto-pomarariczowych kolonii. Zaadaptowal on zdefiniowana przez Ogstona
nazwe  rodzajowa, zas sam  sformulowal nazwe = gatunkows,
od lacinskiego slowa aureus, oznaczajacego ,zloty” [4], [5]. Zasadniczo,
ziarenkowce naleza do bakterii komensalnych, wchodzacych w sktad mikroflory
czlowieka oraz zwierzat. Jednakze niektére z nich, m.in. S. aureus moga by¢
bezwzglednymi patogenami lub warunkowo prowadzi¢ do réznego rodzaju
infekcji oportunistycznych. Bakterie, ktére naleza do flory fizjologicznej moga
bytowaé zaréwno na skérze jak i btonach s§luzowych gérnych odcinkéw ukiadu
oddechowego oraz przewodu pokarmowego. W przypadku S. aureus,
kolonizacja najczesciej obejmuje powierzchnie §luzéwki nosa i dotyczy ok. 20 -
40% populacji ogélnej [6]. Pomimo, iz nosicielstwo czesto przebiega
bezobjawowo, to jednak u tych oséb najczesciej obserwuje si¢ zakazenia
gronkowcowe [7]. Ponadto warto podkresli¢, ze bezobjawowi nosiciele stanowia
gléwna przyczyne rozprzestrzeniania si¢ gronkowcéw w srodowisku. Tym
bardziej, iz mnie tylko kontakt bezposredni, lecz réwniez stycznosc

z przedmiotami codziennego uzytku takimi jak posciel, klamki, uchwyty
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w komunikacji miejskiej, a nawet mankiety aparatéw do mierzenia cisnienia
moze stanowi¢ Zroédlo transmisji patogendéw [8], [9]. Kluczowe dla znaczenia
epidemiologicznego gatunku S. aureus bylo pojawienie sie szczepéw opornych
na metycyline - MRSA (ang. methycillin-reistant Staphylococcus aureus), a pierwszy
raport dotyczacy tego zjawiska ukazatl sie na tamach British Medical Journal
w styczniu 1961 roku [10]. Co istotne, bylo to dwa lata po wprowadzeniu
metycyliny do praktyki klinicznej. Fakt ten jednoczesnie potwierdza wysoka
sktonnoé¢ S. aureus do nabywania opornoéci na antybiotyki. Chociaz metycylina
obecnie nie jest stosowana w lecznictwie (gléwnie ze wzgledu
na toksyczno$¢) to jednak odgrywa ona istotna role przy okreslaniu
antybiotykowrazliwosci gronkowcéw zlocistych [11]. Udowodniono, ze szczepy
MRSA wykazuja podwyzszong predyspozycje do nabywania opornosci na inne
grupy antybiotykéw [12]. Oprécz wyzej wymienionego, w diagnostyce
mikrobiologicznej funkcjonuje réwniez inne kryterium o wysokim znaczeniu
klinicznym i obejmuje okreslenie zdolnosci gronkowcéw do wykrzepiania
osocza (proba na koagulaze). Uzycie tego testu zapoczatkowane zostalo juz
w 1903 roku i pozwala réznicowac gronkowce na koagulazododatnie (CPS - ang.
coagulase-positive  staphylococci), do  ktérych nalezal S. aureus oraz
koagulazoujemne (CNS - ang. congulase-negative staphylococci) [13]. Mimo, ze test
ten wcigz stanowi wartoSciowy wskaznik réznicujacy w obrebie rodzaju
Staphylococcus to jednak jego znaczenie diagnostyczne traci na znaczeniu.
Miedzy innymi dlatego, iz coraz czesciej spotykane sa inne gatunki wykazujace
aktywnos¢ koagulazy, a takze opisywane sa kliniczne szczepy S. aureus nie
wykazujace tej cechy [14], [15]. Nalezy réwniez wspomnie¢ o pozostatych
gatunkach w obrebie rodzaju takich jak S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. lugdunensis oraz S. saprophyticus, ktére wielokrotnie izolowane byly w praktyce
klinicznej [16]-[20]. Jednakze, w zwigzku z powszechnym wystepowaniem,
znaczacym udzialem w zakazeniach szpitalnych oraz szerzeniem si¢ szczepoéw
wielolekoopornych, to S. aureus, a dokladnie MRSA zostal w 2017 roku
umieszczony przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) na liscie patogenéw,

wobec ktoérych pilnie poszukiwane sa nowe antybiotyki [21].
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1.1. Infekcje powodowane przez S. aureus

Gronkowce zlociste sa gatunkiem powszechnie wystepujacym
w Srodowisku i odpowiedzialne sg za szereg infekcji zar6wno u zwierzat jak
i ludzi. Heterogennos¢ tych zakazen determinowana jest wystepowaniem wielu
klonéw, zréznicowanych pod wzgledem posiadanych czynnikéw zjadliwosci
oraz mechanizméw opornosci na antybiotyki. Cechy te pozwalaja na adaptacje,
przetrwanie i rozprzestrzenianie sie. Dzieki umiejetnosci dostosowywania sie,
szczepy patogenne specyficzne dla poszczegdlnych gatunkéw spotykane
sa zamiennie u innych, zaréwno u ludzi jak i zwierzat. Ponadto coraz czeéciej
odnotowywane sa przypadki zakazen krzyzowych pomiedzy zwierzetami
domowymi a ich wiascicielami [22]-[24]. U ludzi, infekcje wywolywane przez S.
aureus dzieli sie na zakazenia szpitalne (HAIs - ang. healthcare-associated
infections) oraz pozaszpitalne (CAI - ang. community-acquired infections). Podzial
ten wykorzystywany jest takze przy réznicowaniu etiologii zakazefi MRSA.
Szczepy, ktore stanowily flore szpitalng nazywane sa HA-MRSA (ang. hospital-
associated MRSA). Natomiast te, ktére powoduja infekcje poza nim, CA-MRSA
(ang. community-associated MRSA) [25]. Zakazenia wywolywane przez obie
wskazane populacje mogg charakteryzowac sie zré6znicowaniem pod wzgledem
lokalizacji (Rycina 1) jak i przebiegu i skutecznosci antybiotykoterapii. Z tego
wzgledu zaréwno dla HA-MRSA jak i CA-MRSA stosuje sie zréznicowany
algorytm postepowania terapeutycznego [26]. Tym nie mniej, wsréd
najczestszych zakazefi wywotywanych przez gronkowce ztociste wymienia sie
przede wszystkim infekcje skory i tkanek miekkich (SSTI - ang. skin and soft tissue
infections) oraz bakteriemie. Ponadto, to wlasdnie obecnosé
S. aureus czesto stanowi o komplikacjach terapeutycznych wielu innych
schorzen, ktére leczone niewlasciwie moga doprowadzi¢ do dalszego
rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojéw. W sprzyjajacych warunkach bakterie
moga przedostac sie krwioobiegu. W efekcie moze dojs¢ do rozwoju bakteriemii
i zakazenn o charakterze uogélnionym. Warto podkresli¢, ze coraz czesciej

zakazenia te wywolywane sa przez szczepy wielolekoporne [27]-[31].
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Rycina 1. Schemat przedstawiajacy réznorodnoé¢ infekcji powodowanych przez

S. aureus

1.1.1. Bakteriemia S. aureus

Bakteriemia jest terminem odnoszacym sie do obecnoéci zywych bakterii
w krwioobiegu, ktéra nie zawsze przebiega z wystepowaniem objawéw

klinicznych. Generalnie wyréznia sie trzy rodzaje bakteriemii:

e Bakteriemie przejSciowe, czyli zwiazane z krétkotrwala obecnoscia
bakterii we krwi na skutek przerwania cigglosci bton Sluzowych oraz
skory. Zwykle tego typu infekcje przebiegaja bezobjawowo, gdyz
fizjologicznie, organizm wyposazony jest w wiele mechanizméw
usuwania drobnoustrojow z krwioobiegu. Najczestsza przyczyna

przejéciowej bakteriemii sa np. zabiegi na zakazonych tkankach.
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e Bakteriemie nawracajace, czesto tez nazywane okresowymi lub
przerywanymi. W tym wypadku najczestsza przyczyna pojawienia sie
bakterii w krwioobiegu jest ich uwalnianie z ognisk infekcyjnych,
najczesciej ropni. Wowczas mamy do czynienia z masywnym rozsiewem
drobnoustrojow, ktéremu towarzyszy goraczka oraz dreszcze.

e Bakteriemie state lub tez ciagle odnosza sie do sytuacji, w ktérej spotykana
jest permanentna obecno$¢ bakterii w krwioobiegu. Najczestsza
przyczyna tego zjawiska jest stosowanie skolonizowanych cewnikéw
wewnatrznaczyniowych oraz endoprotez. Niekiedy Zrédlem zakazenia

moga by¢ skolonizowane skrzepliny na zastawkach serca.

Rozsiew bakterii w krwioobiegu jest zjawiskiem szczegoélnie groznym dla
zdrowia. W skrajnych warunkach, przy obnizonej aktywnoéci lub dysfunkcji
ukladu odpornosciowego moze dojs¢ do przeksztalcenia bakteriemii w sepse.
Woéwecezas dochodzi do ogélnoustrojowej reakcji zapalnej organizmu (SIRS, ang.
systemic inflamatory response syndrome) oraz wstrzasu [1]. Wéwczas moze dojs¢
do aktywacji ukladu krzepniecia i fibrynolizy w obrebie calego organizmu,
zaburzenia przeplywu krwi, niedokrwienia i niedotlenienia narzadéw,
a w rezultacie do ich calkowitej dysfunkcji. Bakteriemie S. aureus sa najlepiej
opisanym rodzajem zakazeni tymi bakteriami w literaturze, a najczestszym
zrodlem pojawienia sie tych bakterii we krwi jest uklad oddechowy, ropnie skéry
oraz tkanek miekkich, a takze stosowanie zainfekowanych cewnikéw
donaczyniowych i otrzewnowych [32]-[35]. Ponadto, wtasciwie kazda infekcja
gronkowcowa, niezaleznie od umiejscowienia w sytuacji zaostrzenia lub
nieefektywnej antybiotykoterapii moze przerodzi¢ si¢ w bakteriemie. Z tego
powodu, jak réwniez ze wzgledu na niedostateczng liczbe prospektywnych
badarn obserwacyjnych, trudno jest okresli¢ doktadng czestos¢ oraz Smiertelnosc
tego typu zakazen. Szacuje sig, iz czestos$¢ bakteriemii S. aureus wynosi od 20 do
50 przypadkébw na kazde 100 tysiecy mieszkancow  rocznie,
a Smiertelnoé¢ wacha sie pomiedzy 10 a 30% [36]. Co wiecej czynnikami
predysponujacymi sa przede wszystkim starszy wiek, ple¢ meska, status

ekonomiczny oraz nosicielstwo wirusa HIV [37]-[40].
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1.1.2. Zakazenia skory i tkanek miekkich

Bakterie gronkowca zlocistego ze wzgledu na unikalna sklonnosc¢
do kolonizowania skéry oraz przedsionka jamy nosowej sg typowym patogenem
spotykanym w praktyce dermatologicznej. S. aureus powoduje szereg SSTI,
poczawszy od fagodnie przebiegajacych jak liszajec czy niepowiklane zapalenie
tkanki tacznej, po zagrazajace zyciu zakazenia miejsca operowanego (SSI - ang.
surgical site infection). Generalnie, 1zejsze postaci SSTI sa czesto spotykane
w praktyce lekarskiej, zar6wno lekarzy rodzinnych czy internistow. Z tego
wzgledu istotnym jest, by praktycy réwniez tych specjalnosci posiadali wiedze
na temat potencjalnych czynnikéw etiologicznych niektérych z tych schorzen.
Wsréd nich nalezy wymienié takie jak czyraki (fac. furunculus), czyli rozlane
zapalenie okolomieszkowe oraz ropne zapalenie gruczoléw potowych (lac.
hidradenitis suppurativa). W przypadku tych choréb gronkowiec zlocisty
jest najczesciej izolowanym gatunkiem bakterii [41], [42]. Atopowe zapalenie
skory (AZS, tac. dermatitis atopica) jest przykladem dermatozy przewleklej
o podlozu genetycznym, ktérej cecha charakterystyczng jest sklonnos¢
do nawrotowych zakazeri. Gtéwnie sa to infekcje S. aureus, co moze by¢ zwigzane
z tym, ze ok. 80 do 100 % pacjentéw z AZS wykazuje kolonizacje tymi bakteriami
[43], [44]. Warto réwniez wspomnie¢ o zakazeniach towarzyszacych stopie
cukrzycowej, ktére zwykle sa zakazeniami wielobakteryjnymi. Jednakze wiele
prac wskazuje na dominujacy udziat bakterii S. aureus [45], [46]. Choroba Rittera,
zwana réwniez gronkowcowym zespotem oparzonej skory (ang. staphylococcal-
scaled skin syndrome, SSSS) jest uogolniona, ropna choroba skoéry, ktéra obarczona
jest wysokim ryzykiem $miertelnosci i w dominujacej wiekszosci dotyka dzieci
ponizej 5 roku zycia [47]. Cecha charakterystyczng tego schorzenia jest
wystepowanie rozlegltych pecherzy oraz zluszczanie naskérka (az do skory
wladciwej), gtéwnie w obrebie glowy oraz szyi. Czynnikiem etiologicznym
choroby Rittera sg szczepy S. aureus produkujace toksyny: eksfoliatyne A oraz B
[47]. Natomiast predyspozycje do tego zakazenia przypisuje sie brakowi

odpowiednich przeciwciatl skierowanych przeciwko toksynom gronkowcowym,
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niedostatecznej funkcji nerek i ograniczonym klirensem eksfoliatyn oraz
zwiekszong iloscia desmogleiny-1 w skoérze [48], [49]. Wszystkie te cechy
sa typowe dla mlodego organizmu, dlatego tez choroba ta najczesciej dotyka
wiladnie dzieci. Pomimo, ze gronkowce ztociste sa typowym patogenem w SSTI,
w ciggu ostatnich 20 lat kliniczne znaczenie zakazer tymi bakteriami istotnie
wzrosto. Gléwnie ze wzgledu na fakt, Ze coraz czeéciej izolowane sa szczepy CA-

MRSA, co dodatkowo wiaze si¢ z komplikacjami terapeutycznymi [50]-[52].

1.1.3. Infekcyjne zapalenie wsierdzia

Zakazenia S. aureus gtéwnie kojarzone s z chorobami skory i wiekszos¢
schorzent dermatologicznych zwiazanych jest ze wspoélistnieniem tych bakterii.
Jednakze obecnie gronkowce czesto wymieniane sg jako za dominujacy czynnik
etiologiczny  infekcyjnego  zapalenia  wsierdzia (IZW) [53]. Cecha
charakterystyczna IZW jest relatywnie wysoka $miertelnos¢, zwigzana przede
wszystkim z opornoécig gronkowcéw na antybiotyki, natomiast czestos¢ tego
schorzenia waha si¢ od 3 do 6 przypadkéw na 100 tys. rocznie
a prawdopodobienstwo wystagpienia roénie wraz z wiekiem pacjentow [54]. [ZW
jest choroba, ktora rozwija sie w wyniku zakazenia wsierdzia, gléwnie w obrebie
zastawek, komor i przedsionkéw lub duzych naczyn krwionosnych klaki
piersiowej [55]. Gléwna przyczyna kolonizacji bakteryjnej jest przede wszystkim
stosowanie iniekcji dozylnych oraz zabiegi kardiochirurgiczne obejmujace
wszczepienie kardiostymulatora lub zastawek [56]. Dawniej IZW byto dosé
czesto spotykana u narkomandéw, u ktérych dochodzito do uszkodzenia
Srodblonka miesnia sercowego przez drobnoziarnisty material znajdujacy sie
w nieoczyszczonej porcji narkotykéw. W tym przypadku, nastepujace zmiany
w obrebie srodbtonka prowadza do ekspresji biatek macierzy pozakomoérkowej,
czynnika tkankowego oraz gromadzenia sie ptytek krwi i fibryny, ktére stanowia
dogodne podtoze dla kolonizacji bakteryjnej. Obecnie ta tendencja sie zmienia
i najliczniejsza grupe chorych stanowia pacjenci kardiochirurgiczni. Zwigzane
jest to przede wszystkim ze znaczgcym wzrostem ilosci zabiegéw w obrebie

serca.
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1.1.4. Zakazenia kostno-stawowe

Zakazenia kostno-stawowe s szeroka grupa infekgji,
o zréznicowanej lokalizacji, charakteryzujacych sie ostrym lub przewlektym
stanem zapalnym w obrebie kosci, stawéw oraz szpiku. Choroby te czesto
zwiazane s z wystepowaniem bakteriemii, a grupe ryzyka stanowia przede
wszystkim  pacjenci po wszczepieniu protez oraz implantéw  [57].
Najwazniejszymi schorzeniami w obrebie tej grupy sa zapalenie kosci i szpiku
(fac. osteomyelitis), zapalenie stawoéw (lac. arthritis) oraz zakazenia stawow
okotoprotezowych (ang. prostethic joint infections), a najczeSciej izolowanymi
drobnoustrojami ze wszystkich wymienionych sa bakterie z rodzaju S. aureus
[58]-[64]. Manifestacja kliniczng zapalenia kosci oraz szpiku jest niszczenie oraz
martwica kosci nastepujaca w skutek przewleklej reakcji zapalnej o réznej
etiologii [65]. Moze ona nastapi¢ droga krwi i wtedy nazywane sa zakazeniami
hematogennymi lub krwiopochodnymi. Bardzo czesto sa to ostre zapalenia kosci
obejmujace przede wszystkim kosci diugie (kosci udowe, piszczele oraz kosci
ramieniowe), ktére w wiekszosci przypadkéw dotycza dzieci oraz miodziezy
[66]-[69]. U dorostych, stan zapalny swym zasiegiem obejmuje czesciej elementy
szkieletu osiowego. Ponadto stanem zapalnym objete moga zosta¢ réwniez
wolne przestrzenie stawowe oraz tkanki miekkie. W tym wypadku bezposrednia
przyczyna zakazenia jest najczesciej uraz lub zabieg chirurgiczny. Ostatnig dos¢
wazng przyczyne zapalenia kosdci stanowig dysfunkcje w obrebie drobnych
naczyn dystalnych, ktére sprzyjaja rozwojowi stanu zapalnego i mnozeniu sie
bakterii. W tym wypadku dominujaca grupe chorych stanowia pacjenci ze stopa
cukrzycowq [70]. Infekcyjne zapalenie stawdéw jest doé¢ rzadko wystepujaca
choroba infekcyjna (4 do 10 przypadkéw na 100 tys. mieszkancéw rocznie)
charakteryzujacq sie dos¢ bolesnym przebiegiem, a przyczyna zakazenia jest
naplyw bakterii droga krwi badz uraz [71]-[73]. Najwazniejsza grupe chorych
stanowig niemowleta i osoby starsze, a mnajczeSciej wspolistniejgcymi
schorzeniami sig reumatoidalne zapalenie stawow i cukrzyca typu 2. Infekcyjne
zapalenie stawéw moze réwniez wystapi¢ u pacjentéw po operacjach stawoéw

z towarzyszacymi zakazeniami skory [74]. Ostatnig, bardzo istotng grupa
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schorzen w obrebie zakazen kostno-stawowych sa infekcje stawow
okotoprotezowych. Stanowia one bardzo powazne powiklanie po alloplastyce
(endoprotezoplastyce), ktére obarczone jest duzym ryzkiem rozwoju infekgji.
Komplikacja ta wigze si¢ przede wszystkim z bardzo silnym boélem,
przedtuzonym pobytem w szpitalu, wieloma re-operacjami i w konsekwencji
moze prowadzi¢ do zgonu [75]. Czestos¢ wystepowania tych zakazen SciSle
powigzana jest ze stale rosnaca iloScig zabiegéw chirurgicznych, w szczegélnosci
w  krajach rozwinietych. Natomiast, wsréd gléwnych czynnikéw
predysponujacych do rozwoju infekcji wymienia si¢ wczesniejsze zabiegi
w obrebie staw6w, otytos¢, reumatoidalne zapalenie stawow, dlugi czas operacji
oraz stosowanie immunosupresji [76]-[78]. Warto podkresli¢, ze we wszystkich
wskazanych przypadkach dane literaturowe wskazuja na dominujacy udziat
gronkowcoéw zlocistych. Ponadto coraz czeéciej z tego typu zakazeni izolowane
sa bakterie metycylinooporne, szczegélnie szczepy CA-MRSA, ktore
charakteryzuja sie¢ wieksza zjadliwoScia i znacznie przyczyniaja sie

do przediuzonej i bardziej kosztownej hospitalizacji pacjentow [79]-[82].

1.1.5. Zapalenie pluc

Pomimo, ze szczepy S. aureus nie stanowia gléwnej przyczyny
bakteryjnego zapalenia pluc (ok. 10% wszystkich przypadkéw) to jednak
kolonizacja tymi bakteriami moze znaczaco ograniczy¢ skuteczno$c leczenia oraz
rokowanie pacjentéow [83]. Gronkowcowe zapalenie pluc wymaga
natychmiastowego leczenia i wdrozenia odpowiedniej antybiotykoterapii.
Gléwnie ze wzgledu na rosnaca czestos¢ szczepéw CA-MRSA powodujacych
tego typu zakazenia [84]. Warto podkresli¢, ze Smiertelnos¢ z powodu zapalenia
pluc wywotanego przez S. aureus moze siega¢ nawet 80%, w szczegélnosci
w przypadku powiklan takich jak bakteriemie oraz ropnie. Ponadto gronkowce
zlociste obok paciorkowcéw Streptococcus pneumoniae oraz Gram-ujemnych
pateczek Hemophilus influenzae stanowia gléwny czynnik wtérnego zapalenia
ptuc po infekcji wirusowej [85]. Z tego wzgledu bakterie tego gatunku w Zaden

spos6b nie powinny by¢ pomijane, a ich udziat bagatelizowany. Co istotne,
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bardziej znaczaca role w infekcjach ukladu oddechowego bakterie te odgrywaja
w zakazeniach szpitalnych. W tym wypadku zapalenie ptuc wywolywane jest
poprzez stosowanie wentylacji mechanicznej (ang. wventilator-associated

pneumonia, VAP), a zrédlem zakazenia jest skolonizowany sprzet medyczny

[86]-[88].

1.1.6. Zakazenia zwiazane z protezami i biomaterialami

Niemalze wszystkie wcze$niej wymienione infekcje gronkowcowe
w pewnym stopniu zwigzane sa ze stosowaniem zakazonych materialow
medycznych lub tez implantacja skolonizowanych protez lub biomaterialow.
Dlatego tez wyodrebnienie osobnej grupy jednostek chorobowych, w tym
wypadku wydaje sie by¢ uzasadnione. Gléwnie dlatego, ze stanowia one dos¢
wazng przyczyne infekcji bakteryjnych, ktére zwigzane sa nie tylko
z nieskuteczng terapia, lecz réwniez przediluzona hospitalizacja pacjentow.
Cecha wspdlng tych zakazeri jest obecnos¢ biofilmu na powierzchniach
abiotycznych, bedacych w bezposrednim kontakcie z pacjentem [33].
Do najwazniejszych infekcji w tej grupie naleza zakazenia zwigzane
z wszczepieniem elektrostymulatoréw lub zastawek serca, ze stosowaniem
cewnikéw donaczyniowych, protez oraz implantéw. Niewatpliwie stosowanie
urzadzen wspierajacych prace serca takich jak rozruszniki lub pompy
wspomagajace znacznie przyczynilo sie do poprawy jakosci zycia pacjentow.
Jednakze zabiegi te obarczone sa wysokim ryzykiem infekcji S. aureus oraz
towarzyszacym temu komplikacjami [89]. Ponadto czestos¢ tego typu zakazent
z roku na rok rosnie co zwiazane jest ze znacznym wzrostem liczby zabiegéw
oraz os$rodkow realizujacych takie Swiadczenia [90], [91]. Co wiecej,
do rozwoju tego typu zakazen moze dojs¢ na skutek implantacji juz
skolonizowanego materialu medycznego badZz tez kolonizacji in vivo jako
wtérnej komplikacji juz toczacej sie bakteriemii. W obu wypadkach moze dojs¢
do eskalacji zakazenia, w tym réwniez do rozwoju infekcyjnego zapalenia
wsierdzia, ktére jest stanem zagrazajacym zyciu [92], [93]. Z kolei zakazenia

odcewnikowe zwigzane sa przede wszystkim ze stosowaniem cewnikow
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donaczyniowych i ich zainfekowaniem na etapie wkitucia badz tez pézZniejszych
manipulacji w ich obrebie, co w efekcie moze prowadzi¢ do zakazenia
krwioobiegu [94]-[96]. Co prawda, w ciagu ostatnich 10 lat ilo$¢ zakazeni
odcewnikowych znacznie zmalala, gléwnie za sprawa odpowiedniej polityki
prewencyjnej oraz restrykcji zwigzanymi z minimalizowaniem zakazeni
szpitalnych [97], [98]. Tym nie mniej, te powodowane przez S. aureus wcigz
sa najczestsze i dodatkowo obarczone sa do$¢ wysokim stopniem $miertelnosci
[99]-[102]. Niewatpliwe réwniez osiggniecia medycyny estetycznej,
w szczegblnoSci chirurgii plastycznej oraz stale rosngca ilos¢ zabiegow
przyczynily sie réwniez do wzrostu infekcji S. aureus, stanowigcych
bezposredniag ich komplikacje. Od okoto 3 do 24% wszystkich zabiegow
wszczepiania implantéw piersi (np. po mastektomii) zwigzanych jest z ryzykiem
rozwoju zakazenia, z czego nawet dominujaca czes¢ moze by¢ powodowana
przez szczepy gronkowca zltocistego [103]-[105]. Z tego wzgledu coraz czesciej
stosuje sie antybiotykoterapie przed i po zabiegu badz tez implanty lub specjalne
siatki do implantéw impregnowane antybiotykiem [106], [107]. Zespot wstrzasu
toksycznego (ang. toxic shock syndrome, TSS) jest rzadkim, lecz zagrazajacym
zyciu powiklaniem powstalym na skutek dzialania toksyn gronkowcowych
takich jak TSST-1 czy enterotoksyny [108]. TSS gtéwnie kojarzony jest jako
powikianie po zabiegach ginekologicznych oraz jako komplikacja po stosowaniu
mechanicznych $rodkéw antykoncepcyjnych oraz tampondéw. Jednakze
ze wzgledu na pojawiajace sie przypadki po zabiegach implantacji piersi, a takze

dos¢ typowa etiologie S. aureus opisana zostata w tym dziale [109].
1.2. Udzial gronkowcéw w zakazeniach szpitalnych

Powszechne wystepowanie zakazen szpitalnych (ang. healthcare-associated
infections, HAISs) i fakt, ze stanowia one nieodlaczne powiklanie wielu zabiegoéw
medycznych sprawilo, iz staly sie one problemem globalnym. Obecnie jako
zakazenia szpitalne okresla sie wszystkie infekcje, ktére zostaly nabyte
w trakcie hospitalizacji lub takie, ktére wystapily w ciagu 30 dni po otrzymaniu
opieki zdrowotnej [110], [111]. Znaczenie kliniczne HAIs odzwierciedla fakt,

ze stanowia one najczestsza przyczyne komplikacji po zabiegach i jedna
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z gtéwnych przyczyn zgondéw z tego powodu na $wiecie. Wedlug raportow
WHO na kazde 100 pacjentéow hospitalizowanych w krajach rozwinietych,
u siedmiu wystapi zakazenie szpitalne jako komplikacja po zabiegu [112].
Tymczasem szacunki Europejskiego Centrum ds. Zapobiegania i Kontroli
Choréb (ang. The European Centre for Disease Prevention and Control) wskazuja,
iz rocznie rejestrowanych jest ponad 2,6 miliona nowych przypadkéw zakazen
zwiazanych z opieka zdrowotna [113], [114]. Udziat bakterii S. aureus,
w szczegblnosci MRSA w rozwoju HAIs jest istotny, a wiele prac
wieloosrodkowych wskazuje, iz drobnoustroje te stanowia dominujaca pule
patogenéw je wywolujacych [110], [115]-[117]. Do najczestszych HAIs
powodowanych przez gronkowce zlociste nalezg infekcje uktadu moczowego,
infekcje miejsca operowanego (ang. surgical site infections), bakteryjne zapalenia
pluc oraz bakteriemie [118]. Ponadto, badania epidemiologiczne ostatnich lat
wskazuja na znaczng redukcje ilosci zakazern powodowanych przez S. aureus
(w szczego6lnosci MRSA). Dodatkowo, wedtug najnowszych danych (2013-2016)
z Europejskiej Sieci Nadzoru nad Opornoscia na Antybiotyki (EARS-Net),
u ponad jednej trzeciej krajow o niskim, jak i wysokim wskazZniku wystepowania
MRSA zaobserwowany zostal znaczacy spadek ilosci infekcji o tej etiologii.
Tym nie mniej, przyczyny tego zjawiska nie sa w pelni poznane.
Prawdopodobnie zwigzane jest to z wprowadzeniem odpowiednich praktyk
prewencyjnych w zakladach opieki zdrowotnej oraz odpowiedniej edukacji.
Pomimo to zapobieganie infekcjom S. aureus wciaz pozostaje priorytetem
zdrowia publicznego w Europie, poniewaz w 10 z 30 krajow bioracych
udzial w badaniu stwierdzono obecnos¢ MRSA w zakazeniach szpitalnych

powyzej 25% [119], [120].
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1.3. Czynniki wirulencji oraz opornos¢ na antybiotyki

Trudnosci terapeutyczne zakazen powodowanych przez S. aureus
zwigzane sa przede wszystkim z szeregiem czynnikéw wirulencji
charakterystycznych dla tego gatunku. Sprzyjaja one kolonizacji tkanek, ich
uszkodzeniu oraz przetrwaniu wewnatrz komoérek gospodarza. Do czynnikéw
wirulencji gronkowcoéw zlocistych zalicza sie m.in. egzotoksyny oraz enzymy
umozlwiajagce  namnazanie si¢ oraz = rozprzestrzenianie = wewnatrz
zainfekowanego organizmu [121]. Jednakze kluczowa cecha umozliwiajaca
przetrwanie bakteriom jest ich zdolnos¢ do tworzenia biofilmu [122]. Wszystkie
wyzej wymienione czynniki oraz naturalna tendencja szczepéw S. aureus
do nabywania opornosci sprawiaja, ze infekcje powodowane przez
te drobnoustroje staja sie coraz wiekszym wyzwaniem, nie tylko dla klinicystéw,

lecz réwniez naukowcéw zajmujacych sie opracowywaniem nowych lekéw.
1.3.1. Czynniki adhezyjne

Waznym procesem inicjujacym kolonizacje bakteryjng jest adhezja, ktéra
u S. aureus jest regulowana przez szereg bialek, ktére kowalencyjnie
zakotwiczone sa w peptydoglikanie $ciany komoérkowej. Biatka te specyficznie
wiaza sie ze skladnikami osocza lub macierzy pozakomoérkowej, a grupa
ta u gronkowcéw zlocistych nosi nazwe substancji rozpoznajacych adhezyjne
molekuly macierzy (ang. Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules, MSCRAMMs). Typowymi przedstawicielami tej grupy biatek
sa biatko gronkowcowe A (SpA), biatka wiazace fibronektyne A i B (FnbpA
i FnbpB), biatka wigzace kolagen oraz biatka czynnika krzepniecia A i B (CIf A
i B), ktére wykazuja powinowactwo m.in. do fibronektyny oraz fibrynogenu

[123]-[126]

1.3.2. Enzymy gronkowcowe

Kolonizacja oraz rozprzestrzenianie si¢ gronkowcow wewnatrz

zainfekowanego organizmu mozliwe jest dzieki wielu enzymom, ktére nie tylko
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prowadza do degradacji czasteczek gospodarza, lecz réwniez zakldcaja wiele
kaskad sygnalizacyjnych. Przykladowo niespecyficzne proteazy takie jak
gronkowcowa aureolizyna powoduje degradacje r6znych bialek m.in. insuliny.
Moduliny rozpuszczalne w fenolu (ang. phenol soluble modulins, PSM) powoduja
chemotaksje i lize neutrofilow oraz wykazuja dzialanie bakteriobdjcze wobec
innych szczepéw zapewniajac przewage nad pozostalymi, konkurencyjnymi
drobnoustrojami [126]. Ponadto aureolizyna, endopeptydaza glutamylowa oraz
proteazy cysteinowe wplywaja na uklad dopelniacza, blokujac tym samym
reakcje obronne organizmu [126]. Staphylokinaza aktywuje przeksztalcenie
plazminogenu w plazmine, tym samym posrednio Kkatalizuje rozkladanie
skrzepow. Aktywnos¢ ta bezposrednio przyczynia si¢ do zmniejszenia sie siatki
fibrynowej, ktéra wspomaga aktywnos¢ ukltadu odpornoéciowego. Réwniez ten
sam enzym ulatwia penetracje S. aureus w glab skory. Koagulazy gronkowcowe
indukujg tworzenie sie skrzepéw fibryny na powierzchni komorek bakterii,

hamujgc tym samym ich fagocytoze i tworzenie ropni [126].
1.3.3. Egzotoksyny

Najwazniejsza role w szerzeniu sie infekcji powodowanych przez
S. aureus odgrywaja przede wszystkim produkowane toksyny, sposréd ktérych
czes¢  wykazuje  wladciwosci  superantygenéw (o niespecyficznym
powinowactwie do receptoréw powierzchniowych limfocytéw T i aktywujace
je). Do toksyn gronkowcowych zalicza si¢ m.in. hemolizyny oraz leukocydyny.
Charakter superantygenow wykazuja za$ enterotoksyny, toksyny szoku
toksycznego (TSST-1) oraz toksyny zluszczajace. Hemolizyny a, P oraz
y prowadza do lizy nie tylko erytrocytéw, ale réwniez innych komoérek krwi
poprzez tworzenie kanaléw w blonach komérkowych. Leukocydyny, w tym
leukocydyna Panton-Valentine’a, leukotoksyna ED oraz leukotoksyna AG/BH
takze prowadza do niszczenia komorek gospodarza (neutrofiléw, monocytéw
oraz makrofagéw) poprzez tworzenie poréw w btonach, przy czym ich dziatanie
oparte jest na skojarzonym dzialaniu wytwarzanych przez gronkowce
monomeréw [126]. Enterotoksyny stanowia rodzine bialek, ktére przede

wszystkim odpowiedzialne sa za powodowanie zatru¢ pokarmowych. Jako
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superantygeny prowadza do nieuregulowanej odpowiedzi immunologicznej,
ktorej nastepstwem moze by¢ masywna produkcja cytokin (zesp6t wstrzasu
toksycznego), niewydolnoé¢ wielonarzadowa, a ostatecznie Smier¢ [127], [128].
Jednakze najszerzej opisanymi toksynami gronkowcowymi sa termostabilne
toksyny szoku toksycznego (TSST), ktére w wyniku swojej aktywnosci
prowadza do wzmozonego uwalniania interleukin (IL-1, IL-2), cytokin
prozapalnych oraz TNF-a prowadzace do zespolu wstrzasu toksycznego.
Eksfoliatyny (zwane réwniez toksynami epidermolitycznymi) sg natomiast
proteazami serynowymi, ktére rozpoznaja i rozkladaja kadheryny
desmosonalne w powierzchniowych warstwach skéry. Kliniczng manifestacjg

tego zjawiska jest choroba Rittera [129].

1.3.4. Opornosé na antybiotyki

Bez watpienia gronkowiec zlocisty jest przykltadem gatunku bakterii,
ktéry jest w stanie naby¢ oporno$¢ na niemal wszystkie dostepne $rodki
przeciwdrobnoustrojowe. Przykladowo, szczepy oporne na penicylinge czy
linezolid odnotowane zostaly juz rok po wprowadzeniu tych zwigzkéw
do lecznictwa, natomiast na wankomycyne prawie trzydziedci lat pdzZniej
(Rycina 2). Opornosé u S. aureus moze rozwijac sie w efekcie mutacji, poziomego

transferu genéw lub tez ekspresji pomp btonowych.

MRSA

CA-MRSA

1958 2000 Linezolid ! 2003 Daptomycyna
Wankomycyna
1
1940 1950 1960 ;—579} 15.:;a> 135:> 1:;:> 2010 202 >

1941 1959
Penicylina Metycylina 2001
Szczepy oporne na linezolid 2010
Szczepy oporne
na daptomycyne

Rycina 2. O§ czasu okreslajaca pojawianie sie¢ najwazniejszych lekéw stosowanych

w terapii infekcji S. aureus oraz szczepéw opornych.
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W rezultacie terapia infekcji gronkowcowych stanowi¢ moze powazne
wyzwanie terapeutyczne. Dlatego tez przy opracowywaniu nowych lekéw
skutecznych w walce z zakazeniami S. aureus waznym jest by uwzglednia¢
wszystkie mechanizmy lezace u podstaw opornosci oraz czynniki wirulencji,
w tym ich zdolnoé¢ do formownia biofilmu. Do najwazniejszych z klinicznego

punktu widzenia mechanizméw opornosci nalezg przede wszystkim:

1) Opornosc na antybiotyki p-laktamowe

Mechanizm dzialania tej grupy antybiotykow polega
na hamowaniu aktywnosci transpeptydaz (ang. penicillin-binding protein, PBP)
bioracych udzial syntezie peptydoglikanu. Przykladem antybiotyku o takiej
aktywnosci jest penicylina G (benzylopenicylina). Jednakze, niedlugo
po wprowadzeniu jej do terapii w latach 40. XX w. zanotowano obecnos¢
szczepéw opornych (Rycina 2), ktére wykazywaly ekspresje (-laktamazy.
Enzymu, ktéry wykazuje zdolnoé¢ do hydrolizy wigzania p-laktamowego
antybiotyku. By moc obejs¢ wskazany mechanizm dzialania opracowane zostaty
nowe polsyntetyczne pochodne (np. metycylina oraz oksacylina), u ktérych do
grupy aminowej kwasu 6-aminopenicylanowego przylaczone zostaly nowe
podstawniki. W efekcie zwiazki te przestaly by¢ celem dla enzyméw
bakteryjnych. Jednakze réwniez wobec tych antybiotykéw pojawily sie szczepy
oporne (MRSA). W tym wypadku podstawa uzyskania opornosci bylo nabycie
genu (mecA) kodujacego homolog PBP o nazwie PBP2a. W rezultacie antybiotyki
B-laktamowe utracily swoja bakteriobdjcza aktywnosé [130], [131].

2) Opornos¢ na wankomycyne

Wankomycyna jest antybiotykiem glikopeptydowym, ktéry jest szeroko
stosowany w leczeniu powaznych zakazenn wywolanych przez szczepy MRSA.
Mechanizm jej dzialania polega na hamowaniu polimeryzacji peptydoglikanu
katalizowanej przez transpeptydazy. Uzyskanie opornosci na wankomycyne

przez gronkowce (ang. vancomycin-intermediate S. aureus, VISA oraz vanocmycin-
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reisistant S. aureus VRSA) prawdopodobnie nastapilo na skutek nabycia genu van
od enterokokéw, wykazujacych naturalny brak wrazliwosci. Geny te znajduja sie
na ruchomych elementach genetycznych i koduja indukowalne enzymy, ktére

przejmuja biosynteze prekursoréw peptydoglikanu [130], [132].

Warto podkresli¢, ze cechg charakterystyczng dla wyzej wymienionych
szczepow (MRSA, VISA, VRSA) jest to, iz czesto wykazuja dodatkowo opornosé
na inne z dostepnych Srodkéw przeciwdrobnoustrojowych [133]. Przykladem
jest opornos¢ na daptomycyne, cykliczny lipopeptyd zalecany w szczegdlnosci
w terapii MRSA. Mechanizm dzialania tego antybiotyku oparty jest
na dezintegracji blon komérkowych, tym samym rozwdj opornosci na ten
zwigzek winien by¢ ograniczony. Réwniez w tym wypadku niedlugo
po wprowadzeniu daptomycyny do terapii zaczely by¢ odnotowywane szczepy
oporne. Opornos¢ na ten antybiotyk wynika z mutacji genéw odpowiedzialnych
za mechanizmy naprawcze bakterii i powstala najprawdopodobniej na skutek
wspolistnienia wielu czynnikéw takich jak przediuzona terapia oraz wysokie
miano bakterii (np. w zapaleniu wsierdzia). Ponadto niektére badania wskazuja,
Ze wcze$niejsza terapia wankomycyna przyspiesza pojawienie sie tej opornosci
[134], [135]. Mechanizm dziatania wielu innych antybiotykéw stosowanych
w terapii S. aureus oparty jest na zakl6caniu biosyntezy bialek poprzez wigzanie
sie¢ z podjednostkami rybosoméw (50S oraz 30S). Mechanizm opornosci
na te zwiazki oparty jest na mutacjach w obrebie miejsc wiazacych lub enzyméw
(np. metylotransferazy rRNA) katalizujacych translacje bialek. Przyktadem jest
oporno$¢ na makrolidy, linkozamidy oraz linezolid [130]. Brak wrazliwosci
na ostatni z wymienionych zwigzkéw jest bardzo istotny z klinicznego punktu
widzenia. Z tego wzgledu, ze linezolid jest calkowicie syntetyczng substancja
(chemioterapeutykiem) oddzialywujacym na podjednostki rybosomoéow
i w momencie wprowadzenia (Rycina 2) stanowil nowa klase zwiazkow,
zatwierdzona do terapii ciezkich zakazen MRSA. Poczatkowo sadzono,
ze bakterie nie beda w stanie rozwing¢ opornosci. Jednakze w 2001 roku
odnotowany zostal pierwszy przypadek S. aureus wyizolowany od pacjenta

z zapaleniem otrzewnej [136].
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2. BIOFILM

Istota funkcjonowania wielu mikroorganizméw jest zdolnoscé
do tworzenia biofilmu. Termin ten odnosi si¢ do struktury, ktéra moze by¢
zdefiniowana jako dobrze zorganizowana spotecznoé¢ drobnoustrojow,
zwiazana z powierzchnia i otoczona macierza pozakomoérkowq (ang. extracellular
matrix, ECM). Bakterie zwigzane z biofilmem, wykazujag odmienny fenotyp,
przystosowujacy je niejako do ,osiadlego” trybu zycia. Ponadto
charakterystyczna struktura zabezpiecza je przed dzialaniem czynnikéw
zewnetrznych takimi jak aktywnoé¢ uktadu odpornosciowego czy substancje
przeciwdrobnoustrojowe [137]. Niewatpliwie z tego wzgledu najwazniejsza
i zarazem najbardziej kluczowa z klinicznego punktu widzenia cecha biofilmu
jest jego opornoéc na antybiotyki. Postuluje sie, iz stezenia efektywne wobec tej
struktury moga by¢ mnawet 1000-krotnie wyzsze w poréwnaniu
do form planktonowych [138]. Ponadto najnowsze dane epidemiologiczne
wskazuja, ze ok. 80% przetrwalych i nawracajacych infekcji zwigzanych jest
z obecnoscig biofilmu [139]-[142].

Gronkowce zlociste sa przykladem bakterii, ktére wykazuja
predyspozycje do formowania biofilmu. To wlasnie zdolnoé¢ do tworzenia tej
struktury determinuje mnogoé¢ infekcji przez nie wywolywanych,
w szczegblnosci tych zwiazanych ze stosowaniem biomaterialéw oraz
implantow [140]. Jednym z kluczowych elementéw biofilmu jest ECM, ktéra
skltada sie¢ z wody, substancji pozakomérkowych takich jak biatka, lipidy,
pozakomoérkowe DNA (eDNA), polisacharydy oraz substancje odzywcze takie
jak zwiazki wegla, azotu oraz fosforany. Bakterie otoczone ECM ukladaja sie
w wiele warstw, w sklad ktérych wchodza komorki aktywne metabolicznie,
martwe oraz komorki przetrwale (ang. perister cells). Obecnosé¢ r6znych rodzajow
komoérek jak rowniez wielowarstwowa struktura umozliwiaja przetrwanie
biofilmu ijego tatwa odbudowe w nawet najbardziej niekorzystnych warunkach
[137]. Kolejnym istotnym procesem jest zdolnosc¢ do ekspresji biatek adhezyjnych
(adhezyn), ktora inicjuje przylaczenie sie bakterii do powierzchni (biotycznejlub

abiotycznej) i formowanie sie biofilmu.
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21. Etapy tworzenia si¢ biofilmu

Poczatkowo wiazanie si¢ S. aureus do powierzchni inicjowane jest przez
oddzialywania elektrostatyczne, sily van der Waalsa oraz tworzenie wigzan
wodorowych ze skladowymi powierzchni. Nastepnie dochodzi do ekspresji
adhezyn, ktére zapewniaja bardziej stabilne zwiazanie si¢ z powierzchnia. Etapy

tworzenia sie biofilmu gronkowcowego przedstawione zostaty na Rycinie 3.
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Rycina 3. Etapy tworzenia sie biofilmu S. aureus

Po zwigzaniu sie z powierzchnig, zachodza zmiany fenotypowe
w komoérkach. Przy odpowiednim dostepie do substancji odzywczych komorki
zaczynaja sie dzieli¢ (proliferowac). Dochodzi do utworzenia warstwy komorek,
ktora jeszcze na tym etapie jest podatna na oderwanie m.in. przez sity Scinajace
oplywajacego plynu. Nastepnie dochodzi do ekspresji wielu czynnikéw
pomagajacych ustabilizowa¢ te strukture. Naleza do nich adhezyny z rodziny
MSCRAMM, m.in. FnBP oraz CIfB [136]. Roéwnocze$nie dochodzi
do wytwarzania ECM i formowania mikrokolonii. Kluczowa role w tym
wypadku odgrywa wewnatrzkomoérkowa adhezyna polisacharydowa (ang.
polysacharide intracellular adhesin, PIA), ktéra spaja ze soba komoérki wchodzace
w sklad biofilmu. Kolejna istotng skladowa macierzy jest zewnatrzkomoérkowe

DNA (eDNA), ktére zapewnia swoiste rusztowanie dla komérek wchodzacych
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w sklad biofilmu oraz moze stanowic¢ Zrédlo informacji genetycznej (np. genéw
opornosci) [143]. Ponadto, udowodniono iz ujemnie naladowane eDNA moze
swoiécie wigza¢ sie z kationowymi peptydami przeciwdrobnoustrojowymi
gospodarza lub antybiotykami (np. aminoglikozydami) hamujac ich dziatanie
[144], [145]. W zwiazku z tym, eDNA oproécz funkgji strukturalnej pelni rowniez
kluczowa role w wirulencji S. aureus [146], [147]. Warto réwniez podkreslic,
ze obecnos¢ czgsteczek eDNA w biofilmie gronkowcowym nie jest przypadkowa
(pozostalos¢ po martwych komorkach), lecz moze nastapi¢ na skutek
wydzielania ich przez metabolicznie aktywne komoérki lub w wyniku
kontrolowanej autolizy [148]-[150]. Interesujacym jest to, ze drugi
z wymienionych proceséw jest analogiczny do mechanizmu zaprogramowanej
$mierci komorek spotykanej u organizméw wyzszych.

W kolejnym etapie dochodzi do tworzenia struktur mikrokolonii, ktére
zapewniaja nie tylko wiekszos¢ objetos¢ i przestrzen do wymiany
i magazynowania substancji odzywczych, lecz réwniez ulatwiaja usuwanie
metabolitow i substancji toksycznych. Mikrokolonie skladaja sie z wyraznych
skupisk komoérkowych, a etap ten charakteryzuje bardzo szybkim podziatem
komoérek i wzmozong ekspresja bialek. Ponadto wydzielane sa czasteczki
autoinduktorow QS (ang. quorum sensing, zmyst ttoku). Czasteczki te odgrywaja
zasadnicza role dla formowanego biofilmu, gdyz niosa ze soba informacje
na temat warunkéw srodowiska (m.in. gestosci biofilmu) oraz reguluja ekspresje
genow czynnikéw wirulencji [136]. Rola czasteczek QS wydaje sie by¢ kluczowa
dla zjadliwosci patogendéw oraz ciezkosci zakazenia, dlatego tez postuluje sie,
ze moga one by¢ doskonalym celem molekularnym dla nowych substancji
terapeutycznych [151].

Po uformowaniu sie dojrzalej struktury, gdy ilos¢ komorek przekroczy
warto$¢ krytyczna nastepuje wzmozone uwalnianie czasteczek QS, ktérym
przypisuje sie kluczowa role dla procesu dyspersji [152]. Wéwczas dochodzi
do uwalniania i rozprzestrzeniania si¢ komorek bakteryjnych (np. drogg krwi

lub ptynéw ustrojowych) i kolonizacji dalszych miejsc [153].

31



|CZESC TEORETYCZNA

3. TERAPIA INKFEKCJI GRONKOWCOWYCH

Terapia infekcji wywotanych przez gronkowce zlociste stanowi niekiedy
powazne wyzwanie terapeutyczne, gléwnie ze wzgledu na coraz czestsze
wystepowanie szczepéw wielolekoopornych. W takim wypadku nieefektywna
antybiotykoterapia moze skutkowac¢ tym, ze nawet z poczatku niegrozna
infekcja moze przerodzi¢ sie w bakteriemie. Dlatego tez waznym jest by przed
wdrozeniem odpowiedniego leczenia wykona¢ odpowiednig diagnostyke
mikrobiologiczna. Identyfikacja S. aureus oparta jest na uzyciu klasycznych
metod mikrobiologicznych, biochemicznych oraz dostepnych komercyjnie
zestawOw wykrywajacych np. biatko A, gronkowcowa DNA-ze, koagulaze lub
clumping factor. Dodatkowo przy identyfikacji moga by¢ wykorzystywane
metody biologii molekularnej opartych na wuzyciu reakcji laricuchowej
polimerazy (PCR) polegajacych na wykryciu genu nuc nukleazy lub mecA
determinujacego opornoé¢ na metycyline. W przypadku uogélnionych zakazeri
czesto tez wykorzystywane s3 testy immunoenzymatyczne (ELISA)
wykrywajace obecnoé¢ kwasu tejchojowego [154]. Niestety, ze wzgledu na dos¢
dlugotrwaly = proces identyfikacji oparty na klasycznych metodach
mikrobiologicznych i biochemicznych czesto stosowana jest terapia empiryczna.
Wada tego podejscia jest fakt, iz opiera sie na uzyciu antybiotykéw o szerokim
spektrum dziatania. W efekcie moze prowadzié¢ to do dalszej selekcji szczepoéw

opornych [155].
3.1. Antybiotykoterapia

Rodzaj wdrozonej antybiotykoterapii w znaczacym stopniu zalezy
od objawoéw klinicznych infekcji oraz jej lokalizacji. Istnieje wiele wytycznych
dotyczacych schematéw postepowania terapeutycznego (terapii empirycznej)
obejmujacych niemal wszystkie rodzaje zakazenn powodowanych przez
S. aureus. Zazwyczaj sa one opracowywane przez lokalne instytucje nadzorujace
(zwykle podlegte ministerstwom zdrowia). Chociaz ogélne zasady doboru
antybiotykow sa podobne dla wielu krajéow, istnieja réznice uwzgledniajace

charakterystyke opornosci szczepéw dla danego regionu [155]-[158]. Tym nie
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mniej do najczeSciej stosowanych antybiotykéw w terapii zakazen S. aureus

naleza:
1) Aminoglikozydy

Stanowia grupe bakteriobdjczych antybiotykow, ktérych podstawowa
jednostka strukturalng jest aminocukier. Mechanizm dziatania tych zwigzkéw
oparty jest na trwalym wigzaniu z podjednostka 30S rybosomu, co w efekcie
prowadzi do zahamowania syntezy biatek bakteryjnych. Wyr6znia sie
aminoglikozydy  naturalne (metabolity = drobnoustrojow  Streptomyces
i Micromonospora) takie jak gentamycyna, kanamycyna, neomycyna,
streptomycyna, tobramycyna oraz pétsyntetyczne jak amikacyna i netelmycyna
[154]. W terapii infekcji gronkowcowych aminoglikozydy najczesciej stosowane
sa w terapii zapalenia spojéwek [159]. Ponadto gentamycyna zalecana jest

w terapii infekcyjnego zapalenia wsierdzia [156].

Synteza biatek

S. aureus

Podjednostka 50S rybosomu
 Linkozamidy

* Makrolidy

* Oksazolidynony

Synteza biatek
Podjednostka 30S rybosomu
* Aminoglikozydy

« Tetracykliny

Sciana komérkowa
Antybiotyki B-laktamowe
¢ Penicyliny

* Cefalosporyny

* Karbapenemy

* Monobaktamy

Glikopeptydy
« Teikoplanina
* Wankomycyna

r
Btona komdrkowa
Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

. J

Synteza kwasu foliowego
Sulfonamidy
Sulfametoksazol

("Synteza DNA/RNA )
Gyraza DNA

* Cyprofloksacyna
Inhibitory reduktazy kwasu dihydrofoliowego
Polimeraza RNA Trimetoprim
* Rifampicyna

\_ J

Rycina 4. Cele molekularne antybiotykéw i chemioterapeutykéw najczesciej

stosowanych w terapii infekcji S. aureus.
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2) Ansamycyny

Sa to antybiotyki o dziataniu bakteriobdjczym, do ktérych naleza
ryfamycny stanowiace metabolit Amycolatopsis rifamycinica (dawniej Streptomyces
mediterranei). Mechanizm dziatania tych zwigzkéw polega na blokowaniu
bakteryjnej polimerazy RNA [154]. Przedstawicielem ansamycyn jest
rifampicyna, ktéra w przypadku infekcji o etiologii S. aureus stosowana w terapii
skojarzonej infekcyjnego zapalenia wsierdzia, inwazyjnych infekcji bakteryjnych

oraz infekcjach zwigzanych z tworzeniem biofilmu [156], [160].
3) Antybiotyki p-laktamowe

Zwiazki te stanowiq liczng i powszechnie stosowana w terapii grupe
antybiotykow, ktérych wspélng cechg jest obecnos¢ pierscienia B-laktamowego.
Mechanizm aktywnosci przeciwbakteryjnej tych antybiotykéw polega
na blokowaniu aktywnosci transpeptydaz, ktére odgrywaja znaczaca role
w syntezie $ciany komodrkowej (sieciowania warstwy mureinowej) [154].
Wyréznia sie pie¢ glownych podgrup antybiotykéw p-laktamowych
i sa to penicyliny, cefalosporyny, karbapenemy, monobaktamy oraz inhibitory
B-laktamaz (kwas klawulanowy, sulbaktam oraz tazobaktam). Generalnie
penicylina G nie jest zalecana w terapii infekcji S. aureus, aczkolwiek
potsyntetyczne penicyliny jak i pozostale antybiotyki B-laktamowe czesto
sa stosowane, w szczegolnosci w leczeniu infekcji MSSA oraz terapii skojarzone;.
W przypadku infekcji MRSA, a juz w szczeg6lnosci tych o etiologii szpitalnej
zalecane sa inne grupy antybiotykow [156].

4) Cykliczne lipopeptydy

Szczegolne zastosowanie w terapii bakteriemii S. aureus, zakazeni skory
oraz infekcyjnego zapalenia wsierdzia znalazty cykliczne lipopeptydy, ktérych
przedstawicielem jest daptomycyna. Zwigzek ten wystepuje naturalnie
i izolowany jest z gatunku Streptomyces roseosporus. Mechanizm dziatania

przeciwbakteryjnego oparty jest na nieodwracalnym wigzaniu z blong
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komoérkowa (w obecnosci jondw wapnia) i tworzeniu poréw, czego efektem jest
depolaryzacja blony oraz wyciek jondéw potasu z wnetrza komorki.
W konsekwencji dochodzi do zatrzymania syntezy bialek i $mierci komorki
[161]. Istotnym przeciwskazaniem do stosowania daptomycyny jest bakteryjne
zapalenie pluc, gdyz jej aktywnos¢ w obecnosci surfaktantu ptucnego jest
ograniczona. Podawana jest parenteralnie (pozajelitowo), jednakze ze wzgledu
na bardzo dobra penetracje tkanek stanowi skuteczng alternatywe dla innych
antybiotykow (np. glikopeptydéw). W szczegélnosci, gdy infekcja powodowana

przez szczepy Sredniowrazliwe lub oporne [154], [155].
5) Glikopeptydy

Do tej grupy naleza heterocykliczne, wielkoczasteczkowe antybiotyki
o selektywnej aktywnosci bakteriobdjczej wobec bakterii Gram-dodatnich.
Mechanizm dzialania tych zwigzkéw polega na hamowaniu aktywnosci
transglikolaz oraz transpeptydaz - enzymoéw bakteryjnych katalizujacych
wydluzanie i sieciowanie peptydoglikanu. Przedstawicielami tej grupy
sa wankomycyna oraz teikoplanina. Pomimo, Ze miejsce dzialania tych
zwigzkow jest podobne do antybiotykéw p-laktamowych to réznica polega
na tym, Ze te pierwsze wiaza si¢ z samym enzymem natomiast wankomycyna
oraz teikoplanina z jego substratem [162]. Warto podkresli¢, ze glikopeptydy
te charakteryzuja sie¢ niewielka biodostepnoscia, dlatego konieczne jest
podawanie ich pozajelitowo. Zaréwno wankomycyna jak i teikoplanina

najczesciej stosowane sa w terapii przewleklych infekcji MRSA.
6) Linkozamidy oraz makrolidy

Obie grupy antybiotykéw opisane zostaly w jednym dziale z tego
wzgledu, iz charakteryzuja sie zblizonym zakresem aktywnosci jak
i mechanizmem dziatania. W obu przypadkach wykazuja aktywnosé
bakteriostatyczna polegajaca na wigzaniu sie z podjednostka 50S rybosomu
i oddzialywaniu z kwasem 23S5-rRNA tworzacym te podjednostke. Jednakze

likozamidy w przeciwienistwie do makrolidow wykazuja dodatkowo aktywnos¢
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hamujaca w stosunku do transferaz peptydylowych rybosoméw bakteryjnych
[154]. Makrolidy stanowia grupe lipofilnych zwiazkéw, ktérych wspdlna cecha
jest pierécienn laktonowy zawierajgcym do 12 do 16 atoméw wegla.
Przedstawicielem tej grupy jest erytromycyna - antybiotyk wyizolowany
od promieniowcéw z gatunku Saccharopolyspora erythraea [163]. Pélsyntetyczne
pochodne powstate na skutek modyfikacji erytromycyny to np. azytromycyna,
klarytromycyna oraz josamycyna. Przedstawicielami linkozamidéw
sa linkomycyna oraz klindamycyna. Pierwszy antybiotyk pozyskiwany jest
od kultur Streptomycyces lincomensis, natomiast drugi stanowi polsyntetyczna
pochodna powstala w skutek modyfikacji likomycyny w reakcji chlorowania
[162]. W terapii infekcji S. aureus makrolidy znalazly zastosowane
w terapii bakteryjnego zapalenia spojowek. Klindamycyna za$ zalecana jest
we wszelkich terapiach opornych na leczenie, zaréwno w przypadku
inwazyjnych jak i nieinwazyjnych zakazern S. aureus, w szczegdlnosci
w zakazeniach kostno-stawowych oraz terapii empirycznej po zabiegach

chirurgicznych [155], [164]-[166].
7) Oksazolidynony

Jest to grupa chemioterapeutykéw, pochodnych oksazolidynonu, ktére
znalazly zastosowanie w terapii infekcji powodowanych przez bakterie Gram-
dodatnie. Mechanizm dziatania opiera sie na specyficznym wigzaniu z centrum
aktywnym transferazy peptydylowej (miejscem wiazacym kwasu 23S-rRNA
podjednostki 50S rybosomu) i w efekcie hamowaniu biosyntezy biatka [154],
[162]. Przedstawicielami tej grupy zwiazkéw sa linezolid oraz tedizolid.
Ogromna zaleta tych zwigzkow jest to, ze charakteryzuja sie praktycznie 100%
dostepnoscia biologiczng, niezalezng od dawki i drogi podania oraz dobra
penetracja tkanek. W terapii infekcji S. aureus oksazolidynony znalazty
zastosowanie zaréwno w infekcjach skory jak i zakazeniach inwazyjnych,

szczegOlnie jako terapia alternatywna dla glikopeptydéw [155].
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8) Tetracykliny

Jest to grupa antybiotykéw o szerokim spektrum aktywnosci, ktéra
pierwotnie wyizolowana zostala ze szczepoéw Streptomyces aureofaceins.
Wyréznia sie tetracykliny naturalne takie jak tetracyklina, oksytetracyklina,
chlortetracyklina oraz potsyntetyczne jak doskycyklina czy minocyklina.
Mechanizm dziatania polega na blokowaniu przylaczenia si¢ aminoacylo-tRNA
do podjednostki 30S rybosomu, co w efekcie prowadzi do zahamowania
biosyntezy biatek [154], [162]. Tetracykliny znajduja zastosowanie w terapii
empirycznej zakazeri gronkowcem zlocistym zaréwno tych inwazyjnych jak

i nieinwazyjnych.
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4. PRZEPLYWOWY MODEL BADANIA BIOFILMU
4.1. Podstawowe metody okreslania aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej

Nowo opracowywane zwigzki w poczatkowym etapie prac badawczych
winny by¢ przetestowane przy zastosowaniu jak najbardziej powtarzalnych
metod, tak aby wykazywaly pozadang skutecznos¢ réwniez w dalszych etapach
prac dos$wiadczalnych m.in. na modelu zwierzecym in wvivo. Nie nalezy
zapomina¢, iz oznaczanie wrazliwodci  bakterii na  antybiotyki
i chemioterapeutyki stanowi takze kluczowy element rutynowej diagnostyki
mikrobiologicznej. Miedzy innymi z tego wzgledu, iz wyniki tych oznaczen
determinuja =~ skutecznos¢  wdrozonej  antybiotykoterapii. = Procedury
te sa wystandaryzowane i stale uaktualniane. Wsr6d metod oznaczania
lekowrazliwosci wyréznia sie metody jakosciowe, takie jak metoda dyfuzyjno-
krazkowa oraz metody ilosciowe takie jak metoda rozcieniczerr w agarze czy
metoda seryjnych rozciericzen w bulionie [167]. Ta ostatnia, ze wzgledu
na prostote wykonania, mozliwo$¢ testowania szerokiego wachlarza zwigzkéw
oraz mozliwos¢ iloéciowego okreslenia najnizszego stezenia hamujacego wzrost
drobnoustrojow (MIC, w pg/ml) jest najczesciej stosowana w badaniach
naukowych. Dawniej oznaczenia te wykonywane byly w probéwkach, jednakze
obecnie do tego celu wykorzystywane sa 96-dotkowe plytki mikrotitracyjne

(Rycina 5). Ich zastosowanie umozliwia przetestowanie duzej liczby zwiazkow
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Rycina 5. Przyktadowy schemat ptytki mikrotitracyjnej przygotowanej do oznaczenia MIC.
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przy relatywnie niskim zuzyciu odczynnikéw. Ponadto, protokét przygotowany
przez Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) stanowi metode odniesienia i jest najczeSciej stosowany
w tego typu oznaczeniach. Ponadto zaklada uzycie odpowiedniego podtoza
mikrobiologicznego, SciSle okreslonej liczby drobnoustrojéw oraz sposobu ich
hodowli i czasu inkubagji [168]. Co istotne, rekomendacje CLSI sa powszechnie
akceptowane przez miedzynarodowe gremia zajmujgce si¢ okreslaniem norm
w badaniach mikrobiologicznych. Wéréd nich wymieni¢ nalezy EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), British Society for
Antimicrobial ~ Chemotherapy, —Deutsches Institut fiir Normung i Comité
de I’Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie [169].

4.2. Metody wykorzystywane w ocenie eliminacji biofilmu

Majac na uwadze fakt, iz okoto 80% przetrwatych infekcji S. aureus
zwigzanych jest z wystepowaniem biofilmu wazne jest, aby przy projektowaniu
nowych zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych uwzglednia¢ aktywnosé¢ wobec
tej struktury. Do tej pory opracowanych zostalo wiele metod in vitro, ktore
pozwalaja oceni¢ zdolnos¢ do eradykacji biofilmu [170]. Co istotne, wszystkie
te podejscia oparte sa na wykorzystaniu 96-dotkowych plaskodennych ptytek
mikrotitracyjnych oraz specyficznych zwiazkéw, pozwalajacych oceni¢ wielkosé
biofilmu lub aktywno$¢ metaboliczng komoérek go tworzacych. Tak jak
w przypadku oznaczern MIC zwigzki badane s3 w gradiencie stezeni, jednakze
dodanie zwiazkéw poprzedzone jest wytworzeniem biofilmu na powierzchni
dotkéw. Niekiedy w tego typu oznaczeniach wykorzystywane sa plytki typu
Calgary (ang. Calgary device) ze zmodyfikowanymi przykrywkami
z wypustkami, na ktérych formowany jest biofilm [171], [172]. Parametrem,
ktéory wyznaczany jest przy uzyciu tych metod jest minimalne stezenie
eliminujace biofilm (ang. minimal biofilm eliminating concentration, MBEC). Ogolny
schemat wszystkich tych procedur sklada sie z etapu formowania biofilmu,
w ktéorym do dotkéw plytek dodawana jest SciSle okreSlona ilos¢ bakterii.
Nastepnie plytki inkubowane sa przez S&ciS$le okreSlony czas. Dochodzi

do adhezji drobnoustrojéw i formowania biofilmu. Po inkubacji, biofilm jest
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plukany, najczesciej przy uzyciu jalowej wody dejonizowanej, soli fizjologicznej
lub buforu fosforanowego (PBS) celem pozbycia si¢ wolnoptywajacych komoérek.
Po ptukaniu, procedura badawcza przebiega analogicznie do tej uzywanej przy
okreslaniu MIC. Dodawana jest §wieza pozywka oraz zwiazki w gradiencie
stezen. Po kolejnym etapie inkubacji nastepuje odczyt wynikoéw. Najczesciej przy
wyznaczaniu MBEC wykorzystuje si¢ metode bioluminescencyjng, fiolet
krystaliczny, safranine, sole tetrazolowe (najczesciej XTT) oraz resazuryne.
W  metodzie bioluminescencyjnej wykorzystuje si¢ pomiar stezenia
wewnatrzkomérkowego ATP w reakcji dekarboksylacji  oksydatywnej
lucyferyny przez lucyferaze. By reakcja mogta zajs¢, niezbedne jest ATP, ktore
ulega hydrolizie do AMP i pirofosforanu. Przemianom tym towarzyszy emisja
kwantu $wiatla, ktéra w kompleksie ATP/lucyferyna-lucyferaza jest wprost
proporcjonalna do ilosci komérek. Co istotne w metodzie tej wykrywane
sa wszystkie komorki, niezaleznie od ich aktywnosci metabolicznej [173], [174].
Fiolet krystaliczny oraz safranina sa powszechnie stosowane w badaniach
biofilmu S. aureus przy ocenie ilosciowej [175]-[177]. W obu metodach barwniki
te interkaluja w gtab biofilmu wiazac sie z ujemnie natadowanymi czasteczkami
(np. blonami komoérkowymi, eDNA oraz metabolitami bakteryjnymi).
Po inkubacji zwigzki te sa wyplukiwane przy wuzyciu okreslonych
rozpuszczalnikéw (np. mieszanin alkoholi, acetonu lub roztworu kwasu
octowego), a  wartos¢  absorbancji jest ~wprost proporcjonalna
do ilosci powstalej biomasy. Wada tych metod jest fakt, iz nie daja one
odpowiedzi na temat ilosci bakterii tworzacych biofilm oraz ich stanu
metabolicznego, lecz odzwierciedlaja jedynie objeto$¢ powstalej biomasy.
Wartosci te moga by¢ w catkowicie odmienne, réwniez w obrebie tego samego
gatunku bakterii. Tym samym wyniki oznaczenn przy wuzyciu fioletu
krystalicznego oraz safraniny moga nie odzwierciedla¢ rzeczywistej aktywnosci
badanych zwiazkéw [178]. Z drugiej strony sa metody oparte na pomiarze
aktywnosci metabolicznej, w ktérych wykorzystywane sa resazuryna oraz XTT.
W metodach tych substraty redukowane sq w trakcie oddychania komérkowego

(Rycina 6).
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Rycina 6. Produkty reakcji redukgji resazuryny oraz XTT w kontakcie z zywymi

komorkami.

XTT jest rodzajem bezbarwnej lub lekko zéltej soli tetrazoliowej, ktéra
redukowana jest do rozpuszczalnej w wodzie, jasno pomaranczowej pochodnej
formazanu. Resazurna natomiast jest niebieskim zwigzkiem, ktéry w kontakcie
z zywymi komoérkami jest nieodwracalnie metabolizowany do rézowej
rezorufiny [179]. Zwiazek ten dodatkowo wykazuje wilasnosci fluorescencyjne,
w zwigzku z tym jej mozna oceni¢ zaréwno spektrofotometrycznie jak

i fluorymetrycznie.

4.3. Model przeplywowy

Jednym z ograniczenn wczesniej opisanych metod jest to, ze model
badawczy realizowany jest w warunkach stacjonarnych. Biofilm klinicznie
spotykany jest jako struktura dynamiczna, ktérego charakterystyka zalezy
od dostepnosci do substancji odzywczych, temperatury, a nawet czynnikéw
stresowych  (np. aktywno$¢ wukladu odpornosciowego, substancje
przeciwdrobnoustrojowe). Dlatego tez w badaniach nad biofilmem coraz czeéciej
stosowane sg uklady przeptywowe. Przewaga tego podejscia jest to, iz pozwalaja
na formowanie oraz badanie biofilmu w warunkach kontrolowanych. Mozliwe
jest regulowanie m.in. temperatury, dostepu do substancji odzywczych
(pozywki) oraz szybkosSci przeptywu. Ponadto udowodniono, ze cyrkulacja
cieczy indukuje powstanie sit §cinajgcych na granicy ciecz-biofilm, co wplywa na

wielkos¢ biofilmu, jego ksztalt oraz ilos¢ ECM [180]. W rezultacie, to w jakich
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warunkach zostanie on uformowany moze przeklada¢ si¢ na jego opornosc
na substancje przeciwdrobnoustrojowe. Modulowanie charakterystyki biofilmu
poprzez zastosowanie przeplywu cieczy w znacznym stopniu pozwala
na odtworzenie warunkéw spotykanych in vivo. Co wiecej, tym sposobem
promuje si¢ namnazanie tylko tych bakterii, ktére zwiazaly sie z powierzchnig,
natomiast wyplukiwane sa formy planktonowe. Dodatkowo przeplyw cieczy
pozwala na wymycie toksycznych metabolitéw, a niektére badania wskazuja, iz
wplywa on na wewnetrzng sygnalizacje (ang. quorum sensing, QS) u S. aureus,
co moze by¢ zwigzane z wymywaniem czasteczek sygnatowych [181], [182]. Tym
samym wskazany model badawczy uznaje si¢ jako bardziej odpowiedni.
Dotychczas opracowano wiele podejé¢ wykorzystujacych przeptyw cieczy, ktoére
z powodzeniem stosowane s3 w badaniach nad biofilmem S. aureus [183], [184].

Pierwszym i najprostszym modelem badawczym jest ten oparty na uzyciu
zmodyfikowanego urzadzenie Robbinsa (ang. modified Robbins Device, MDR),
ktére sklada sie z kwadratowej rury z portami prébkujacymi, w ktérych

montowane sg badane plytki (Rycina 7).

Port probkujacy

Badana plytka

e oD
Kierunek przeptywu
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Krociec odptywowy
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Rycina 7. Schemat przedstawiajacy zmodyfikowane urzadzenie Robbinsa.

Kréciec wprowadzajacy

Umozliwia on tworzenie biofilmu na réznych rodzajach powierzchni,
w kontrolowanych warunkach przeptywu. W przypadku S. aureus zastosowano

go na przyklad w okreélaniu skutecznosci usuwania biofilmu przy uzyciu
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nowych $rodkéw dezynfekujacych lub w badaniu cementéw kostnych
impregnowanych gentamycyna [185], [186].

Nastepnym modelem badawczym jest reaktor biofilmu z przeptywem
kroplowym (ang. drip flow reactor), ktéry opracowany zostal przez Darle Goeres
i wsp. z Centrum Inzynierii Biofilmu na Uniwersytecie Stanowym w Montanie
(Rycina 8) [187]. W reaktorze tym biofilm tworzony jest w warunkach niskiego
Scinania na granicy faz powietrze-ciecz. Urzadzenie sklada sie z kilku komor
z badanymi powierzchniami, ktére podlaczone sa przy pomocy wezy
silikonowych (z kroplomierzem) do pozywki mikrobiologicznej. W trakcie pracy
reaktor obracany jest 0 10° od poziomu, co indukuje swobodny przeptyw cieczy.
Reaktor z przeplywem kroplowym wykorzystany zostal m.in. przez Agostinho

i wsp. przy badaniach nad biofilmem MRSA w modelu rany przewleklej [188].

Kréciec wprowadzajacy Keoplom
erz

Odpowietrznik

Badana powierzchnia

Kréciec odptywowy

Rycina 8. Schemat reaktora biofilmu z przeptywem drip-flow.

Kolejng instytucja badawcza, w ktérej zaprojektowano jeden
z przepltywowych modeli badawczych jest amerykariskie Centrum do Kontroli
Choréb (ang. The Center for Disease Control, CDC). Opracowany tam reaktor

sklada si¢ z o$miu uchwytéw na plytki polipropylenowe, ktére zawieszone
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sa w tubie z pokrywka i portem polietylenowym. Plytki te mozna testowac
w réznych warunkach przeptywu cieczy, poniewaz sg one potaczone z dyskiem
przymocowanym do magnesu (Rycina 9). W momencie badania reaktor
umieszcza si¢ na mieszadle magnetycznym co pozwala na regulowanie
predkosci obrotowej. Obrét dysku powoduje Scinanie powierzchni cieczy
w poprzek badanych ptytek z biofilmem. W przypadku S. aureus reaktor CDC
wykorzystano miedzy innymi przy tworzeniu biofilmu na membranach.
Po wytworzeniu sie struktur na powierzchniach badawczych wszczepiane byty
do modelu zwierzecego. Celem tego modelu badawczego byta symulacja infekcji

zwigzanej z implantem ortopedycznym [189].

Pozywka/bakterie |

Kréciec wprowadzajacy

Pokrywa

- » Tuba badawcza

» Uchwyt na dyski

E;\M\E:;* Badane krazki

Kréciec odptywowy

Mieszadlo magnetyczne

Rycina 9. Schemat przedstawiajacy reaktor CDC.

Urzadzenia mikroprzeplywowe (ang. microfluidic devices, MD)
sa uwazane za najbardziej obiecujaca platforme do badan nad biofilmami
(ogélny schemat przedstawiony zostal na Rycinie 10). Przede wszystkim

zapewniaja zamkniety uklad badawczy, w ktérym biofilm moze by¢ hodowany
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w réznych warunkach hydrodynamicznych oraz z regulowang temperatura
i dostepem do substancji odzywczych. Ponadto, charakteryzuja sie niskim
zuzyciem odczynnikéw i umozliwiaja obrazowanie mikroskopowe oraz
Sledzenie badan w trakcie calego przebiegu eksperymentu. Dzieki
wykorzystywaniu pomp perystaltycznych, mozliwe jest regulowanie przeptywu
cieczy. Ponadto MD pozwalaja na dowolne dozowanie pozywek czy badanych
zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych, w zwigzku z tym daja mozliwosé
optymalizacji modelu badawczego oraz badania wielu czynnikéw
réwnoczesnie. Cele przeplywowe, w ktérych formowany jest biofilm z kolei
mozna wytwarza¢ z szerokiej gamy materialéw, w tym ze szkla, materiatéw
termoplastycznych i elastycznego polidimetylosiloksanu (PDMS). Ten ostatni
w  szczegllnosci jest wykorzystywany w badaniach biofilmu, poniewaz
umozliwia tatwe przygotowanie ukladéw o dowolnym ksztalcie, jest odporny
na sterylizacje oraz pozwala na funkcjonalizacje jego powierzchni [190]-[192].
W zwigzku z powyzszym tego typu uklady znalazly zastosowanie w badaniach
nad powlekanymi biomaterialami o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych,
aby moc lepiej odzwierciedli¢ warunki in vivo. Szczegblne zastosowanie w tym

wypadku znalaztly nanoczastki metali oraz peptydy przeciwdrobnoustrojowe

[193]-[197].
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Rycina 10. Schemat przedstawiajacy zasade dziatlania modelu przeplywowego
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5. PEPTYDY PRZECIWDROBNOUSTROJOWE

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. Antimicrobial peptides, AMPs)
naleza do substancji szeroko rozpowszechnionych w naturze i spotykane
sa praktycznie we wszystkich krélestwach, od organizméw prokariotycznych
do eukariotycznych [198]. Cecha charakterystyczng tych zwigzkéw jest szerokie
spektrum aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej, ktéra swym zasiegiem
obejmuje zaréwno bakterie, grzyby, pierwotniaki oraz wirusy [199]. Ponadto,
w odréznieniu od klasycznych antybiotykow charakteryzuja si¢ wysoka
aktywnoscia wobec biofilmu [200]. U bakterii zwiazki te, dzieki swoim
wladciwoéciom  zapewniaja organizmowi  producenckiemu przewage
populacyjng nad pozostalymi mikroorganizmami [201]. Uzyskana w ten sposob
dominacja w danej niszy ekologicznej pozwala na dostep do substancji
odzywczych i umozliwia przetrwanie danego gatunku. U organizmoéw
wyzszych peptydy przeciwdrobnoustrojowe stanowia przede wszystkim
kluczowy element odpornosci nieswoistej. W tym wypadku, poza bezposrednia
aktywnoscia  przeciwdrobnoustrojowa moga pelni¢ réwniez funkcje
immunomodulujacg. Przykladowo, poprzez oddzialywanie na limfocyty
(zwiekszona proliferacja), wzmacnianie aktywnosci cytotoksycznej komérek NK
oraz wzrost ekspresji cytokin [202]. Podstawowym elementem budowy
chemicznej wszystkich AMPs sa aminokwasy i wiekszos¢ z tych zwiazkéw
posiada nie wiecej niz 50 reszt w sekwencji. Na ogoét zwiazki te posiadaja ok.
potowy aminokwaséw o charakterze hydrofobowym oraz wysoka zawarto$é
reszt zasadowych takich jak arginina czy lizyna [203]. Wypadkowy ladunek
dodatni AMPs m.in. umozliwia wigzanie z ujemnie natadowanymi btonami
mikroorganizméw doprowadzajac do ich dezintegracji, a w efekcie do lizy

komorek.
5.1. Podzial zwigzkow

Generalny podzial peptydéw przeciwdrobnoustrojowych oparty jest
na zrédle pochodzenia. Na chwile obecna opisanych zostalo 3128 zwigzkoéw,

ktére indeksowane sa i stale aktualizowane w internetowej bazie danych
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prowadzonej przez Wanga i wsp [204]. Ilos¢ opisanych w literaturze peptydow,
ze wzgledu na rodzaj organizmu produkujacego przedstawiony zostat
na Rycinie 11, a ogdlna ich charakterystyka oméwiona zostala w dalszych

czeSciach tego dziatu.

Bakterie
10%

Grzyby
1%

Rycina 11. Procentowy udziat AMPs opisanych w literaturze, ze wzgledu na pochodzenie.

1) Peptydy przeciwdrobnoustrojowe bakterii

AMPs bakterii, zwane bakteriocynami, sa heterogenna grupa zwiazkéw,
syntezowana rybosomalnie, ktére charakteryzuja sie rézna wielkoscia oraz
odmiennym mechanizmem dziatania, zaleznym od organizmu producenckiego.
W przypadku  bakterii =~ Gram-ujemnych  najwiecej  bakteriocyn
scharakteryzowanych zostalo u Escherichia coli i innych gatunkéw z rodziny
Enterobacteriaceae. W tej grupie wyrédznia sie mate mikrocyny oraz kolicyny.
Bakteriocyny szczepéw Gram-dodatnich dzielg si¢ na dwie gléwne Kklasy:
lantybiotyki oraz bakteriocyny nielantybiotykowe. Lantybiotyki to mate
peptydy o dlugosci 19-38 aminokwaséw, zawierajagce modyfikacje
potranslacyjne, w tym struktury pierScieniowe oparte na mostkach tioeterowych
(znane jako lantionina lub p-metyloditionina). Najlepiej opisanym

lantybiotykiem jest Nizyna [201]. Peptyd ten produkowany jest przez bakterie
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z rodzaju Lactococcus lactis. Cecha charakterystyczna tego zwiazku jest wysoka
odpornoé¢ termiczna, dlatego tez znalazl on zastosowanie jako konserwant.
Nizyna czesto stosowana jest m.in. w produktach mlecznych oraz konserwach
hamujac namnazanie bakterii tworzacych przetrwalniki (np. Bacillus,

Lactobacillus, Listeria i Clostridium) [180].

2) Peptydy przeciwdrobnoustrojowe roslin

Roéliny stanowia odrebng grupe organizméw produkujacych peptydy
przeciwdrobnoustrojowe, gdyz ewoluowaly one w sposéb odmienny
od pozostalych form zycia. AMPs roslin sg bogate w reszty cysteiny i ich cecha
charakterystyczna jest obecnos¢ wielu mostkow disulfidowych, ktore
zapewniaja im wysoka stabilnoscia chemiczng, termiczng oraz proteolityczna.
Do najlepiej opisanych peptydéw roslinnych naleza tioniny oraz defensyny.
Jednakze istnieja réwniez inne grupy zwigzkoéw charakteryzujacych sie r6znym
mechanizmem aktywnosci. Na przyklad peptydy heweinowe (ang. hevein-like
peptides) wiaza chityne, knotyny hamuja aktywnos¢ enzymow proteolitycznych,
a peptydy LPT (ang. lipid transfer protein) wiaza lipidy, aby zakl6ca¢ przenikanie
drobnoustrojéw do blon komérkowych [205].

3) Peptydy przeciwdrobnoustrojowe owaddw

U owadéw AMPs dzielg sie na trzy najwazniejsze grupy: liniowe
a-helikalne cekropiny, defensyny oraz peptydy bogate w reszty glicyny oraz
proliny. Niewatpliwie te pierwsze stanowia najlepiej zbadana grupe peptydow.
Cekropiny po raz pierwszy wyizolowane zostaly z hemolimfy najwiekszej émy
Ameryki Poludniowej z gatunku Hyalophora cecropia. Peptydy te zawieraja ok.
35 reszt aminokwasowych w sekwencji i wykazuja silng toksycznos¢ wobec
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych a takze grzybow[206]. Kolejnym dos¢
istotnym peptydem pozyskanym od owadéw jest melityna. Peptyd ten jest
kluczowa skladowgq apitoksyny tj. jadu pszczelego, ktéra stanowi wydzieline
gruczolu jadowego pszczoly miodnej. Warto podkreslic, iz ten 26-

aminokwasowy liniowy peptyd wykazuje szerokie spektrum aktywnosci
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przeciwdrobnoustrojowej. Jednakze ze wzgledu na wysoka cytotoksycznosc jego

zastosowanie terapeutyczne jest wysoce ograniczone.

4) Peptydy przeciwdrobnoustrojowe kregowcow

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe u kregowcéw stanowia najwieksza
i najlepiej poznana grupe tych zwiazkéw, a wg danych literaturowych to skoéra
plazéw stanowi jedno z najbogatszych ich Zrédet [207]. Doskonalym przykiadem
jest Aureina 1.2. Jest to krotki peptyd (13 reszt aminokwasowych) o strukturze
a-heliakalnej ktéry wyizolowany zostal ze skoéry australorzekotki zlocistej
(Ranoidea aurea). Dodatkowo liczne prace badawcze wykazaly, iz charakteryzuje
sie ona nie tylko szerokim spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ale
rowniez przeciwnowotworowej [208]-[210]. Kolejnym, dobrze poznanym
peptydem plazéw jest Citropina 1.1. Zwiazek ten zbudowany jest z 16 reszt
aminokwasowych, ktory poczatkowo wyizolowany =zostal z gruczolow
grzbietowych australorzekotki szmaragdowej (Ranoidea citropa). Wiele prac
badawczych udowodnilo szereg aktywnosci biologicznych tego peptydu.
Oproécz wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych oraz przeciwnowotworowych
wykazuje on réwniez aktywnoéc¢ inhibitora oksydazy tlenku azotu. [211]-[214].
Temporyny z kolei naleza do AMPs, ktére wyizolowane zostaly
z sekrecji skornych zaby trawnej (Rana temporaria). Rodzina tych zwiazkéw
charakteryzuje sie réznorodng strukturg, z pojedynczymi resztami
aminokwaséw zasadowych (argininy lub lizyny), a Temporyna A stanowi jeden
z najlepiej poznanych zwiazkow z tej grupy [215]. Ssaki obok ptazéw stanowia
druga co wielkosci gromade zwierzat stanowigcych bogate Zrédto AMPs. Wér6d
nich dominujaca grupe zwiazkéw stanowia katelicydyny oraz defensyny.
Jednakze zwigzki te obecne sg praktycznie u wszystkich kregowcéw. Ich synteza
regulowana jest poprzez modyfikacje potranslacyjne, ktére obejmuja gtéwnie
proteolize, amidacje, ADP-rybozylacje, glikozylacje i fosforylacje biatek
prekursorowych. Oprécz dziatania przeciwdrobnoustrojowego, wykazuja one
aktywnos¢ przeciwwirusowg, immunomodulujacg oraz reguluja procesy

nowotworzenia [216]. Przyktadowo u ludzi jedyna poznana katelicydyna jest
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LL-37, ktérego prekursorem jest biatko hCAP-18 (ang. human cathelicidin
antimicrobial protein-18). LL-37 jest kationowym peptydem zbudowanym 37 reszt
aminokwasowych wytwarzanym przez komoérki nablonkowe btony Sluzowej,
neutrofile, makrofagi, komorki tuczne, a takze limfocyty [217]. Warto podkreslic,
ze u drobiu poznane i wyizolowane zostaly dwa peptydy z rodziny katelicydyn:
CATH-B1 oraz CATH 1-3, za$ u $wini az 11. Wsr6d nich wyréznia sie protegryny,
oraz mieloidalne $winiskie peptydy przeciwdrobnoustrojowe PMAP (ang. pig

myeloid antimicrobial peptide) [218].

Druga z metod klasyfikacji AMPs jest podziat ze wzgledu na specyficzna
zawartos¢ poszczegélnych aminokwaséw. Przykladowo peptydy bogate
w proline (ang. Pro-rich AMPs) penetruja komorki bakteryjne poprzez kanaly
biatkowe. Peptydy bogate w cysteine (ang. Cys-rich AMPs) za$§ w swej strukturze
zawieraja mostki disulfidowe, ktére sa niezbedne do formowania poréw
w blonach komérkowych [219]. Jednak najczesciej stosowany podzial,
w szczeg6lnosci dla peptydéw kregowcoéw oparty zostat o cechy strukturalne
(strukture drugorzedowgq), na podstawie ktérych wyréznia sie trzy podstawowe

grupy zwigzkow:
1) Peptydy liniowe o budowie a-helikalnej, nie posiadajqce reszt cysteiny

Zwiazki te stanowia jedna z najlepiej poznanych grup peptydow
przeciwdrobnoustrojowych. Wiekszos¢ z tych zwigzkéw w roztworach
wodnych przyjmuje nieuporzadkowanga strukture, ktéra ustala si¢ w obecnosci
trifluoroetanolu, miceli dodecylosiarczanu sodu (SDS), pecherzykéw
fosfolipidow lub lipidéw. Woéweczas czasteczka przyjmuje postac helisy [220].
Co istotne, badania wskazuja, iz to wlasnie heliakalno$¢ zwigzkéw znaczaco
wplywa na ich aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa [220]. Wéréd peptydéow
z tej grupy wyroznia sie te izolowane od zab (aureiny, citropiny oraz magaininy)
owadow (cekropiny oraz melityna), a takze katelicydyny [221]. Ta ostatnia grupa
AMPs stanowi jedna z najbardziej r6znorodnych grup u kregowcéw, do ktérych

nalezy m.in. ludzki peptyd LL-37 [222]-[225].
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2) Peptydy o budowie f-kartki

Peptydy z tej grupy posiadaja w sekwengji reszty cysteiny, a ich struktura
stabilizowana jest przez mostki disulfidowe. Taka budowa zapewnia wieksza
stabilnos¢ strukturalng oraz minimalizuje degradacje proteolityczna. Dzieki dos¢
sztywnej strukturze substancje to mnie ulegaja powaznym zmianom
konformacyjnym w momencie oddzialywania z blonami drobnoustrojow.
Defensyny stanowig najwieksza i najbardziej poznang grupe AMPs o strukturze
B-kartki. Wsréd nich wyréznia sie a-defensyny i - defensyny (3 mostki
disulfidowe) oraz 0-defensyny (cykliczne). Kolejna dos¢ dobrze opisana grupa
sa protegryny. Sa to bogate w reszty cysteiny peptydy, ktére wyizolowane
zostaly z leukocytow wieprzowych. Tachyplezyny zas sa bogatymi w arginine
(ok 30% sekwencji) peptydami wyizolowanymi z hemocytéw kraba

podkowiastego [223], [226]-[228].
3) Peptydy o rozszerzonej strukturze

Trzecia i zarazem ostatnio grupa peptydow przypisana zostala
do czasteczek, ktérych nie mozna przypisa¢ do zadnej z powyzszych.
Charakteryzuja sie one doé¢ unikalng struktura. W sekwencji zawieraja wiele
reszt proliny badz tryptofanu. Przykladem peptydu przeciwdrobnoustrojowego
z tej grupy jest indolicydyna. Zwiagzek ten wyizolowany zostal z ziarnistoSci
granulocytéw bydlecych. Badania nad aktywnoscia oraz struktura tego zwigzku
udowodnily, iz po zwigzaniu z blong drobnoustrojow przyjmuje rozszerzona

strukture, tworzy kanaty doprowadzajac rownoczesnie do jej lizy [220].
5.2. Mechanizm dzialania

Mechanizm  dzialania  przeciwdrobnoustrojowego ~ AMPs  jest
dwukierunkowy. Tak jak wczeéniej wspomniano, u organizméw wyzszych
opiera si¢ na bezposrednim zabijaniu drobnoustrojow (ang. direct killing) oraz
stymulacji uktadu odpornosciowego. W wypadku tego pierwszego, niszczenie
i dezintegracja blon komérkowych opiera sie na poczatkowych oddzialywaniach

AMPs z ich powierzchnia. Po zwigzaniu sie dodatnio natadowanego peptydu,
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z powierzchnia ujemnie natadowanej blony dochodzi do zaburzenia jej struktury
oraz ciaglosci. W literaturze opisanych zostalo wiele rodzajéow mechanizméw
niszczenia blon, jednakze najlepiej opisanymi sa: model , klepek beczki”, , poréw

toroidalnych” oraz ,,dywanowy” (Rycina 12).

o

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe

Model , klepek beczki” Model ,,poréw toroidalnych” Model ,, dywanowy”

Rycina 12. Mechanizm dziatania peptydéw przeciwdrobnoustrojowych

1) Model klepek beczki

Ten model jest charakterystyczny dla peptydéw o strukturze a-helisy
badZz B-kartki i oparty jest na tworzeniu swoistych kanaléw. Hydrofobowe
regiony peptydu uktadaja si¢ w kierunku acylowych taricuchéw dwuwartstwy
lipidowej blony, za$ czesci hydrofilowe wyscietaja wnetrze szczeliny.
Charakterystyczne utozenie peptydu (Rycina 9a) przypomina beczke utozona
z klepek (peptydow). Powstate w btonie pory powoduja wyciekanie elementéw
wewnatrzkomoérkowych. Przyktadem AMPs wykazujacych ten mechanizm

dziatania sa protegryny [220].
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2) Model porow toroidalnych

W modelu poréw toroidalnych AMPs rowniez ustawiaja sie prostopadle
do dwuwarstwy lipidowej i indukuja powstanie lokalnej krzywizny z porami
czeSciowo utworzonymi przez peptydy, a czesciowo przez gtowy fosfolipidow.
Powstala w ten spos6b przejSciowa supramolekuta lipid-peptyd okreslana jest
jako ,por toroidalny” (Rycina 12b). W odréznieniu od modelu , klepek beczki”
pory powstaja w sytuacji, gdy hydrofobowy i hydrofilowy uklad jest zakl6cony.
Ponadto w tym modelu niekiedy czasteczki AMPs wnikaja do wnetrza
cytoplazmy oddziatujac bezposrednio ze sktadnikami wewnatrzkomérkowymi
[229]. Przykladem peptydéow wykazujacych ten mechanizm dziatania
sa magaininy [226].

3) Model dywanowy

Nalezy zaznaczy¢, ze AMPs moga niszczy¢ komorki bez tworzenia poréw
btonowych. Przyktadem jest model ,,dywanowy”, w ktérym peptydy kumuluja
sie na powierzchni dwuwarstwy lipidowej (Rycina 12c). Peptydy ukladajac sie
na powierzchni blony powoduja jej destabilizacje. Nastepnie dochodzi do jej
pekniecia i wycieku skladnikéw wewnatrzkomérkowych. W modelu tym nie
zachodza zadne specyficzne interakcje peptyd-peptyd ze zwiazanymi z blona
monomerami. Natomiast dochodzi do niszczenia blony poprzez zerwanie
wigzan lipidowych, podobnie jak w przypadku uzycia detergentow. Réwniez
zwigzane z utworzeniem miceli fragmentéw blony. Przykladem peptydéw
oddzialywujacych w ten sposéb sa Aureina 1.2, cekropiny czy tez LL-37 [221],
[230].

5.3. Syntetyczne peptydy o podwyzszonej aktywnosci

Jednym z najwiekszych osiagnie¢ chemii organicznej byto opracowanie
syntezy peptydéw na nosniku statym (ang. Solid-phase peptide synthesis, SPPS)
przez Roberta B. Merriefilelda w latach 60. XX wieku [231]. Dokonanie

to niewatpliwie stanowilo kamienn milowy wspolczesnej nauki, gdyz
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nieprzerwanie od ponad 50 lat metoda ta wykorzystywana jest do otrzymywania
peptydéw o aktywnosci biologicznej zaréwno w laboratoriach badawczych jak
i przemystowych. Dzieki SPPS mozliwe jest nie tylko odtworzenie naturalnych
sekwencji, lecz réwniez wprowadzanie takich modyfikacji, aby moéc otrzymac
analogi o zupetnie nowych lub poprawionych wtasciwosciach.

Cecha charakterystyczng niektérych AMPs jest to, ze tylko czes¢ ich
sekwencji aminokwasowej odgrywa szczegélng role dla aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowq. Dlatego tez polaczenie kluczowych fragmentéw
dwoch réznych zwiazkéw (hybryda) wydaje sie by¢ interesujacym podejsciem
pozwalajacym na pozyskanie nowego zwiazku o zupelnie niepoznanej
aktywnosci. Doskonalym przykltadem peptydu hybrydowego jest CAMEL
(Rycina 13).

Cekropina A Melityna

[KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK-N Hz} [ GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH, }

\ /
0000000000000000

CAMEL

CA(1-7)M(2-9)-NH,

Rycina 13. Sekwencja aminokwasowa peptydu CAMEL oraz schemat powstania hybrydy.

Peptyd ten zawiera 15 reszt aminokwasowych , z ktérych pierwsze 7
pochodzi od Cekropiny A natomiast kolejne 8 od melityny [232]. W efekcie
powstal nowy zwiazek charakteryzujacy sie poprawionymi wlasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi oraz szerokim spektrum aktywnosci [233], [234].

Niekiedy do syntezy wykorzystywane sg izomery ({3 lub D-aminokwasy),
aby moc zwiekszy¢ stabilno$¢ i odpornosé na proteolize lub tez syntezuje sie
analogi o odwréconej sekwengji (retro analogi). Takie peptydy charakteryzuja sie

ta sama konfiguracje centréw chiralnych, natomiast posiadaja odwrotna
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kolejnoé¢ reszt aminokwasowych [235]. Przykladowo retro-analog hybrydy
Cekropiny A(1-13) i melityny(1-13) charakteryzuje si¢ podobnymi
wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi. Z kolei retro analog peptydu S,
bedacego sktadowa uktadu RNAzy S, pomimo zachowania tej samej struktury
przestrzennej co macierzysta czasteczka nie wykazywal powinowactwa
do biatka S [235]. Dodatkowo, przy opracowywaniu peptydéw do zastosowan
terapeutycznych brany pod uwage jest aspekt przeciwjonéw. Synteza peptydéw
w wiekszosci prowadzi si¢ na stalym nosniku polimerowym zwiazana jest
z uzyciem kwasu trifluorooctowego. W zwigzku z tym produktem koficowym
sa sole trifluorooctanowe (TFA-). Obecnos¢ tych anionéw moze mie¢ wplyw tych
na zmiane konformacji peptydéw, a w efekcie réwniez ich aktywnos¢
biologiczna. Dlatego tez wymiana przeciwjonéw, w szczego6lnosci przy realizacji
bardziej zlozone analiz fizyko-chemiczne oraz biologicznych powinna by¢ brana
pod uwage. Zazwyczaj stosowane bardziej biozgodne, takie jak chlorki oraz
octany, a w literaturze opisanych jest szereg procedur [236].

Omiganan (MBI 226) jest krotkim (12 reszt) kationowym analogiem
indolicydyny. Zwiazek ten uzyskany zostat poprzez delecje trzech srodkowych
aminokwaséw i wprowadzenie argininy w pozycji drugiej i lizyny na koricu
taficucha (Rycina 14). W rezultacie uzyskany zostal nowy zwiazek o obiecujacych

wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych.

S — |

Indolicydyna
@ \\/ delecja

@ ﬂ substytucja

0000000000000

Omiganan

Rycina 14. Schemat przedstawiajgcy otrzymanie Omigananu.
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Warto zaznaczy¢, ze Omiganan jest jednym z najszerzej badanych AMPs
w badaniach klinicznych i jest jednym z ostatnich, ktéry przeszed! I1I faze badan
[237].

Pexiganan (MSI-78) jest analogiem Magaininy, w ktérym poprawione
wlasnosci przeciwdrobnoustrojowe uzyskane zostaly poprzez delecje oraz
substytucje poszczegdlnych reszt aminokwasowych resztami lizyny (Rycina 15).
W efekcie pozyskany analog charakteryzuje sie szerokim spektrum aktywnosci
zarbwno wobec bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych [237].
Poczatkowo Pexiganan opracowany zostal jako potencjalny srodek do terapii
owrzodzeni stopy cukrzycowej. Niestety nie przeszed! on II fazy badan

klinicznych [237].

‘ GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS-NH, ’

Magainina

‘ GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK-NH, ’

Pexiganan

Rycina 15. Sekwencje aminokwasowe Magaininy oraz Pexigananu.
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I1. CEL PRACY

Celem gléwnym pracy doktorskiej bylo zbadanie aktywnosci wybranych
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (AMPs) wobec biofilmu gronkowcowego
w warunkach przeptywowych. Realizacja powyzszego poprzedzona zostalta
dokladnymi analizami mikrobiologicznymi wobec szeregu syntetycznych
zwiazkéw, a do badann wykorzystano referencyjne jak i kliniczne szczepy
S. aureus.

W pierwszym etapie scharakteryzowano szeroki wachlarz szczepéw
klinicznych pod katem wrazliwosci na antybiotyki konwencjonalne oraz
wybrane AMPs. Na tej podstawie mozliwe bylo wytypowanie reprezentatywnej
grupy szczepéw, wobec ktorych realizowane byly dalsze prace.

Selekcja AMPs charakteryzujacych sie najlepszymi wtasciwosciami
przeciwgronkowcowymi oparta byla na dwoch pomniejszych celach

szczegolowych obejmujacych:

1) Ocene wplywu wymiany przeciwjonéw w réznych AMPs
na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowq, ktére zrealizowane zostaly na licznej
grupie szczep6éw klinicznych.

2) Ocene aktywnosci AMPs retro analogéw. Badania te zrealizowano tylko
wobec szczepéw referencyjnych, aby zweryfikowad, czy odwrécenie sekwencji
w AMPs moze wplynaé na poprawe aktywnosci przeciwgronkowcowej.

3) Analiza cytotoksycznosci, ktéra pozwolila na wytypowanie AMPs
o0 najwyzszym potencjale wobec S. aureus i na tych zwigzkach zrealizowane

zostaly dalsze prace, na ktére sktadaly sie:

1) Szeroki panel badann aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zaréwno
wobec form planktonowych oraz biofilmu.

2) Analizy cytotoksycznosci

3) Badania w unikalnym, specjalnie zaprojektowanym ukladzie
przepltywowym, aby moéc dokladnie oceni¢ wplyw badanych zwiazkéw

wobec biofilmu S. aureus.
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MATERIALY I METODY
Aparatura

Autoklawy

— Autoklaw mikrofalowy ENBIOJET (ENBIO, Polska)
— Autoklaw TAU CLAVE 3000 (Tau Steril, Wtochy)
— Autoklaw Tuttnauer 2540ML (Tuttnauer, USA)

Chromatografy cieczowe

— Chromatograf jonowy ICS-5000* (Thermo Fisher Scientific)

— Wysokosprawny chromatograf preparatywny ECOM (ECOM, Czechy)

— Wysokosprawny chromatograf cieczowy Waters Alliance 2695
z detektorem masowym ACQUITY QDa (Waters, USA)

— Wysokosprawny chromatograf cieczowy Varian PROSTAR HPLC
System 210 (Varian Inc., USA)

Czytniki do pomiaru absorbangji i fluorescencji

— Czytnik mikroplytek Multiskan™ GO (Thermo Scientific, USA)
— Czytnik mikroptytek Fluoroskan Ascent FL (Thermo Scientific, USA)

Demineralizator wody wodociagowej HLP 5 (Hydrolab, Polska)

Inkubatory

— Inkubator z wytrzasaniem oraz chtodzeniem Incu-Shaker 10L
(Benchmark Scientific, USA)

— Inkubator z wytrzasaniem IKA KS 4000i control (IKA Werke GmbH,
Niemcy)

— Suszarka SML (Zalmet, Polska)

Liofilizator ALPHA 1-2 LD Plus (Martin Christ

Gefriertrocknungsalanlagen GmbH, Niemcy)

7)

Mieszadlo magnetyczne Magnetic Stirrer Type MM 6 (POLAMED,

Polska)
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Mikroskop Delta Optical Evolution 100 Trino Plan Led (Delta Optical,

Polska)

9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

17)

Mikrofalowy syntezator peptydéw Liberty Blue (CEM Corporation, USA)

Komory laminarne

— Komora laminarna I klasy bezpieczenstwa z pionowym przeptywem
powietrza ALPINA KLO1L (ALPINA, Polska)

— Komora laminarna II klasy bezpieczeristwa ALPINA BIO 100 typu A2
(ALPINA, Polska)

Pompy perystaltyczne
— Trzy pompy perystaltyczne Kamush® (Lipopharm.pl, Polska)

Pipety automatyczne

— Jednokanatowe Eppendorf Research® plus 2-20; 20-200, 100-1000 pL
— 8-kanatowe Eppendorf Research® plus 30-300 uL (Eppendorf, Niemcy)

Termoblok laboratoryjny TD 100 P1 (FALC Instruments S.r.I., Wtochy)

Wagi laboratoryjne

— Waga analityczna AS 60/220/C/2 (Radwag Wagi Elektroniczne,
Polska)

Waga analityczna WAS 160/ X (Radwag Wagi Elektroniczne, Polska)
Waga laboratoryjna WTB 200 (Radwag Wagi Elektroniczne, Polska)
Waga precyzyjna PS 210 R2 (Radwag Wagi Elektroniczne, Polska)

Wiréwki laboratoryjne

— Wiréwka uniwersalna Sorval ST16 z chtodzeniem (Thermo Scientific,
USA)
— Wiréwka Hettich EBA 20S (Andreas Hettich GmbH & Co., Niemcy)

Wstrzasarki laboratoryjne

— Vortex Lab Dancer yellow line (IKA Werke GmbH, Niemcy)
— Multi Speed Vortex MSV-3500 (BioSan, Lotwa)
— Multi-Vortex V32 (BioSan, Lotwa)

Zgrzewarka Stomatologiczna ZS (SPOLDZIELNIA PRACY ,,ELKON”,

Polska)
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Odczynniki

— Acetaldehyd (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Aceton (POCH, Polska)

— Acetonitryl (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Ampicylina (Carl Roth, Niemcy)

— Bicyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Bufor fosforanowy, tableki PBS (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy - MTT
(Sigma-Aldrich, USA)

— Chloranil (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Ciekly azot (Air Products, Polska)

— Cyprofloksacyna (Sigma-Aldrich, USA)

— Daptomycyna (Sigma-Aldrich, USA)

— Dichlorometan - DCM (POCH SA, Polska)

— Dimetylosulfotlenek - DMSO (Sigma-Aldrich, USA)

— Dionex AS22, koncentrat eluentu (4,5 mM NaCO; 14 mM
NaHCO:s)(Thermo Fisher Scientific, USA)

— Dopamina (chlorowodorek) (Sigma-Aldrich, USA)

— Dulbecco’s Minimum Essential Medium, (Sigma Aldrich, USA)

— Erytromycyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Etanol (Sigma Aldrich, USA)

— Eter dietylowy (POCH S.A., Polska)

— HEPES (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Jodek 3,3’dipropylotiakarbocyjaniny - DiSCs(5) (Thermo Fisher, USA)

— Kwas fusydowy (Sigma-Aldrich, Niemcy)

— Kwas octowy (POCH S.A., Polska)

— Kwas trifluorooctowy (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

— L-aminokwasy z ostona Fmoc (Orpegen, Niemcy)

— Line-Antybakteria 70 (Linegal Chemicals Sp. z. 0. o. Polska)

— Linezolid (Pfeizer, USA)
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Linkomycyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Metanol (POCH SA, Polska)

Mupirocyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)
N,N-diizopropyloetyloamina - DIPEA (Iris Biotech GmbH, Niemcy)
N,N-diizopropylokarbodiimid - DIC (Iris Biotech GmbH, Niemcy)
N,N-dimetyloformamid - DMF (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Oxyma Pure (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Piperydyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Podloze agarowe Mueller-Hinton (BioMaxima, Polska)

Podloze chromID® MRSA /chromID® S. aureus (BioMérieux, Francja)
Podloze ptynne Mueller-Hinton (BioMaxima, Polska)
Poli(dimetylosiloksan), Sylgard 184 (Dow Corning, USA)\
Resazuryna (Sigma-Aldrich, Nliemcy)

Resazuryna (s6] sodowa) (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Surowica wotowa - FBS (Sigma Aldrich, Niemcy)

Tetracykina (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma-Aldrich, USA)
Triizopropylosilan - TIS (Iris Biotech GmbH, Niemcy)

Triton X-100, (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Trypsyna (Sigma-Aldrich, USA)

Trypsyna (0,25 % roztwér EDTA) (Sigma-Aldrich, USA)
Wankomycyna (Sigma-Aldrich, Niemcy)

Zywica Rink Amide AM Resin 100-200 mesh, 0,4-0,74 mmol/g
(Sigma-Aldrich, Niemcy)

Zywica Wanga
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Materiaty laboratoryjne jednorazowego uzytku

Fiolki do autosamplera Dionex (Thermo Fisher Scientific, USA)
Filament poli(akrylonitrylo-butadieno-styrenowy, ABS)

Jednorazowe sterylne ezy mikrobiologiczne 10 pl

Jednorazowe sterylne glaszczki (Biologix, Chiny)

Kolumienki z zywicg jonowymienng VariPure (Agilent, USA)
Koricowki do pipet 20-200; 100-1000; 1000-5000, 10000-10000 pl
(Eppendorf, Niemcy)

Kriofiolki do przechowywania drobnoustrojéw, Roti®-Store (Carl-
Roth GmBH, Niemcy)

Kuwety spektrofotometryczne z polistyrenu 0,5-2,5 ml (MedLab
Products Sp. z. o. 0., Polska)

Ptytki mikrotitracyjne - 96 dotkowe, okragtodenne, V-ksztaltne oraz
plaskie (Kartell, Wiochy)

Probéwki polipropylenowe 5 ml (Eppendorf, Niemcy)

Probéwki typu Eppendorf, 2 ml (MedLab Products Sp. z. o. 0., Polska)
Rekaw do sterylizacji (Sogeva, Wtochy)

Sterylne  probéwki polietylenowe, okragtodenne, 11ml
MedLab Products Sp. z. o. 0., Polska)

Sterylne probéwki polipropylenowe typu “falcon” 15, 50 ml
(Nest Scientific Biotechnology, Chiny)

Sterylne Szalki Petriego z polistyrenu 60 mm

Sterylne Szalki Petriego z polistyrenu 90 mm

Waz sylikonowy Tygon®3350 2,4x0,8%x0,8 mm (Saint-Gobain
Performance Plastics, Francja)

Wymazéwki z tworzywa z podlozem transportujacym (MedLab

Products Sp. z. 0. 0., Polska)
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1.4. Linie komdrkowe oraz szczepy drobnoustrojow

1) Nienowotworowa, unieSmiertelniona linia keratynocytéw ludzkich
HaCaT (ATTC, USA)
2) Referencyjne szczepy drobnoustrojéow

- S. aureus ATCC 25923
- S. aureus ATCC 6538

S. aureus ATCC 6538/P
- S. aureus ATCC 9144

S. aureus ATCC 12592

S. aureus ATCC 33591

3) Szczepy kliniczne

Kliniczne szczepy S. aureus wykorzystane w pracy doktorskiej pozyskane
zostaly od pacjentéow Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w okresie od sierpnia 2014 do sierpnia
2015 (nr zgody komisji bioetycznej NKBBN/242-477/2014). Wymazy pobrane
zostaly ze zgiecia lokciowego oraz przedsionka nosa od 100 pacjentéw
z rozpoznanym AZS oraz od 50 zdrowych ochotnikéw. Wstepna selekcja
i identyfikacja poszczegélnych szczepéw dokonana zostala przy uzyciu
dwudzielnego podtoza ChromID MRSA/ChromlID S.aureus (BioMérieux), ktoére
wykorzystywane jest do przesiewowego badania w kierunku nosicielstwa
S. aureus oraz MRSA. Podloze to podzielone jest na dwie czeéci, a w sktad ktérych
wchodzi bogata baza odzywcza Iaczaca réznego rodzaju peptony oraz
antybiotyk (cefoksytyna). Dlatego tez, w pozywce tej promowany jest wzrost
gronkowcow. Natomiast czes¢ oznaczona jako MRSA zawiera chromogenny
substrat dla a-glukozydazy (chroniony patentem), dzieki czemu szczepy

metycylinooporne rosng w postaci zielonych lub zielono-seledynowych kolonii
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(Rycina 10). Wszystkie wyizolowane szczepy, po odpowiedniej kwalifikacji
przenoszone byly do probéwek z podlozem krioprotekcyjnym i szklanymi
kulkami Roti-Store (Carl-Roth GmbH) i przechowywane w -20°C. W ten sposé6b

zabezpieczone drobnoustroje stanowily przedmiot dalszych prac badawczych.

Rycina 16. Zdjecie przedstawiajace wzrost szczepu MRSA na podlozu dwudzielnym

chromID MRSA/S. aureus.
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1.5. Synteza oraz oczyszczanie peptydéw przeciwdrobnoustrojowych

Synteze, oczyszczanie oraz potwierdzenie tozsamosci peptydow
przeciwdrobnoustrojowych  (szczegélowa charakterystyka otrzymanych
zwigzkow w  Tabelach 1-3) wykorzystanych w pracy doktorskiej
przeprowadzono w laboratorium Katedry i Zakladu Chemii Nieorganicznej
Wydziatu Farmaceutycznego Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Peptydy
Omiganan oraz retro-Omiganan zsyntezowalem samodzielnie, pozostate
otrzymane zostaly przez pracownikéw Zakladu i dostarczone w ramach

realizowanych przedsiewzie¢ badawczych.

Zwiazki otrzymano metoda syntezy na stalym nos$niku polimerowym
(SPPS - ang. solid-phase peptide synthesis) przy zastosowaniu strategii Fmoc,
w ktérej do ochrony grupy N®aminowej stosuje sie zasadolabilne ugrupowanie
9-fluorenylometoksykarbonylowe. [238]. Jako staly no$nik wykorzystano zywice
Rink amide oraz zywice Wanga. Synteze prowadzono manualnie
w temperaturze pokojowej lub tez przy uzyciu reaktora mikrofalowego Discover

SP (CEM Corporation) celem uzyskania wyzszej wydajnosci [239].
Synteza skladata sie z nastepujacych etapow:

1) Deprotekcja - czyli usuniecie ostony Fmoc z aminokwasu (lub z zywicy)
za pomoca 20% (v/v) roztworu piperydyny w DMF (15 min). W przypadku
syntezy wspomaganej mikrofalami, etap ten prowadzony byt w 75°C przy uzyciu

30W (3 min).

2) Przemywanie stalego nos$nika przy uzyciu:

e DMF (3 x 2 min)

e DCM/DMF w stosunku objetosciowym 1:1 (3 x 2 min)
e DCM (3 x 2 min)

3) Test chloranilowy - analiza ta pozwala na wykrycie wolnych grup

aminowych. W tym celu niewielka ilos¢ ziaren zywicy przenoszono do roztworu
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testowego (mieszaniny 2% roztworéw acetaldehydu i chloranilu w DMEF).
W przypadku obecnosci wolnych grup aminowych dochodzi do zmiany

zabarwienia ziaren zywicy na kolor zielony.

4) Acylowanie - jest to proces, w ktérym dochodzi do wytworzenia wigzania
peptydowego. Reakcja ta prowadzona byla przez 1,5 godziny, przy
zastosowaniu  4-krotnego nadmiaru Fmoc-chronionych aminokwaséw
stosunku do grup aminowych mogacych wcig¢ udzial w reakcji (nadmiar
substratow byt obliczany po uwzglednieniu masy zywicy oraz jej stopnia
osadzenia). Reakcje sprzegania przeprowadzono poprzez aktywacje grupy
karboksylowej  chronionego aminokwasu przy zastosowaniu N,N'-
diizopropylokarbodiimidu (DIC) w mieszaninie DMF/DCM oraz OxymaPure,
ktéra stosowana jest aby zapobiec racemizacji aminokwaséw. Kazdy etap
poprzedzony zostal przemywaniem zywicy roztworem DMF. W przypadku
syntezy mikrofalowej reakcje sprzegania prowadzono w DMF, w 75°C, mocy

mikrofal 30W przez 5 min.

5) Przemywanie - tak jak w pkt 2. Proces ten byl prowadzony celem
pozbycia sie substratow oraz przygotowania do deprotekcji lub tez

odszczepienia peptydu od zywicy.

6) Kontrola acylowania - tak jak w pkt 3. Po prawidlowym przylaczeniu
kolejnego aminokwasu do taficucha, wynik tego testu powinien by¢ negatywny

(brak wolnych grup aminowych i tym samym brak zmiany zabarwienia ziaren).

Wszystkie powyzsze etapy prowadzone byly az do uzyskania pozadanej
sekwencji aminokwasowej peptydu. Deprotekcja jak i acylowanie prowadzone
byly przy wykorzystaniu wytrzasarki laboratoryjnej. Po zakoriczonej syntezie

nosnik staly przemywany byt przy uzyciu eteru dietlowego.
Odszczepienie peptydéw z zywicy wraz z usunieciem grup ochronnych

przeprowadzono poprzez zastosowanie mieszanin: (A) TFA, TIS oraz woda

(95: 2,5: 2,5 v/v) oraz (B) TFA, TIS, fenol oraz woda (92,5: 2,5: 2,5: 2,5 v/v).
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Mieszanina (B) stosowana byta przypadku peptydéw zawierajacych tryptofan
(W) w sekwengcji. Natomiast mieszanina (A) stosowana byla dla pozostatych
peptydéw. Proces odszczepiania prowadzony byl przez 90 min w naczyniu wraz
z mieszadlem magnetycznym

W Kkolejnym etapie roztwor otrzymanych peptydéw przesgczano przez
lejek ze szklanym spiekiem, aby oddzieli¢ ziarna zywicy od roztworu. Nastepnie
peptydy wytracano przy uzyciu zmrozonego roztworu eteru dietlowego.
Uzyskane w ten sposob osady odwirowano, rozpuszczano w wodzie
i liofilizowano. W przypadku trudnosci z rozpuszczalnoscia stosowano
niewielki dodatek kwasu octowego.

Po procesie liofilizacji, surowe peptydy analizowane byly przy
zastosowaniu RP-HPLC (Varian ProStar) w liniowym gradiencie eluentéw: (B)
0,1% TFA w acetonitrylu (ACN) oraz (A) 0,1% TFA w wodzie. W tym celu
wykorzystano kolumne Phenomenex Luna C18 (10 um, 4,6 x 150 mm, 100 A),
szybkos¢ przeptywu 2 ml/min, czas analizy 10 min, dlugos¢ fali 214 nm.

Oczyszczanie surowych peptydéw przeprowadzone zostato przy uzyciu
chromatografii preparatywnej (ECOM) w liniowym gradiencie eluentow B oraz
A przy zastosowaniu kolumny Phenomenex Luna C18 (10 x 250 mm, 100 A) przy
przeptywie 5 ml/min oraz detekcji przy dtugosci fali A= 214 nm.

Czystod¢ oraz tozsamosé peptydoéw okreslona byta przy zastosowaniu
systemu RP-HPLC Waters Alliance €2695 z detektorami Waters 2998 PDA
oraz Acquity QDa. Wszystkie analizy przeprowadzono na kolumnie Waters
XBridge™ Shield RP-18 (3,5 pm, 4,6 x 150 mm, 130 A). W tym celu prébki
o objetosci 10 pl analizowano w liniowym gradiencie 10-90% ACN
w wodzie dejonizowanej przez 10 minut. Szybkos¢ przeptywu fazy ruchome;j
wynosita 0,5 ml/min. Oba eluenty zawieraty 0,1% (v/v) kwasu mréwkowego.
Detekcje UV przeprowadzono przy dilugosci 214 nm. Potwierdzenie masy
peptydy nastepowalo poprzez poréwnanie obliczonych wartoéci m/z dla jonéw
do wartosci zmierzonych. Do dalszych badan wykorzystano frakcje o czystosci

>95% (wedlug analizy RP-HPLC), ktore nastepnie zebrano i liofilizowano.
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Tabela 1. Charakterystyka otrzymanych peptydéow

&r. masa Wyniki analizy MS
Ladunek
Peptyd | Sekwencja czasteczkowa

wypadkowy za my//zb m/z€

(Da)
2 740,9 740,7

Aureina 1.2 | GLFDIIKKIAESF-NH, +1 1479,78
3 494,3 494,3
2 740,9 740,9

retro-Aureina 1.2 | FSEAIKKIIDFLG-NH» +1 1479,78
3 494,3 4944
2 886,2 886,1
CAMEL | KWKLFKKIGAVLKVL-NH; +6 1770,33 3 591,1 591,3
4 443,6 443,9
2 886,2 886,0
retro-CAMEL | LVKLVAGIKKFLKWK-NH, +6 1770,33 3 5911 5910
4 443,3 443,6
5 355,1 355,1
Citropina 1.1 | GLEDVIKKVASVIGGL-NH, ) 1614,99 2| 80851 8085
3 539,3 539,5
retro-Citropina 1.1 | LGGIVSAVKKIVDFLG-NH> +2 1614,99 2 808,5 808,4
3 539,3 539,4

a fadunek jonu

b obliczona warto$¢ m/z

¢ zmierzona warto$é m/z

VNTVZOAvIMSOd DSAZ01 |
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Tabela 2. Charakterystyka otrzymanych peptydéw (cd.)

Sr. masa Wyniki analizy MS
Ladunek
Peptyd | Sekwencja czasteczkowa
wypadkowy za my/zb m/z€
(Da)
4 1124,3 1124,3
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKD- 5 899,6 899,6
LL-37 +6 4493,33 6 749 9 750.0
FLRNLVPRTES ’ ’
7 642,9 643,1
8 562,6 562,7
3 950,1 949,8
Melityna | GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH> +6 2846,46 4 712,8 712,9
5 570,4 570,5
2 890,6 890,3
Omiganan | ILRWPWWPWRRK-NH> +5 1779,15 3 594,1 594,0
4 445,8 445,8
2 890,6 890,5
retro-Omiganan | KRRWPWWPWRLI-NH» +5 1779,15 3 5941 594,1
4 445,8 4459

a fadunek jonu

b obliczona warto$¢ m/z
¢zmierzona warto$¢ m/z

VNTVZOAvIMSOd DSAZ01 |
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Tabela 3. Charakterystyka otrzymanych peptydéw (cd.)

Sr. masa iki i
Eadunek Wyniki analizy MS
Peptyd | Sekwencja czasteczkowa
wypadkowy za m/zb m/zC
(Da)
2 1239,6 1239,8
3 826,7 826,6
Pexiganan | GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK-NH; +10 2477,21 4 620,3 620,4
5 496,5 496,6
6 413,9 414,0
3 826,2 826,6
retro-Pexiganan | KKLIKVFAKGFKKAKKLFKGIG-NH; +10 2477,21 4 61,9 6204
5 496,1 496,5
6 413,6 414,0
Temporyna A | FLPLIGRVLSGIL-NH> +2 1396,78 2 699,4 699,3
retro-Temporyna A | LIGSLVRGILPLE-NH, +2 1396,78 2 699,4 699,5

a fadunek jonu
b obliczona warto$¢ m/z
czmierzona warto$¢ m/ z

VNTVZOAvIMSOd DSAZ01 |
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1.6. Wymiana oraz oznaczanie przeciwjonéw w peptydach

Wszystkie peptydy otrzymane przy uzyciu SPPS s3 solami
trifluorooctanowymi (TFA-). W ramach niniejszej pracy doktorskiej dokonatem

wymiany przeciwjondw na biokompatybilne chlorki (Cl-) oraz octany (AcO-).

1) Otrzymywanie soli chlorkowych

Wymiana na Cl- przeprowadzitem przy zastosowaniu metody
opracowanej w Katedrze i Zakladzie Chemii Nieorganicznej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego zakladajacej uzycie acetonitrylu nasyconego
gazowym 0,5% HCl [240]. By wymieni¢ TFA- peptyd rozpuszczano
we wskazanym roztworze, odparowywano przy uzyciu wyparki prézniowej

i liofilizowano. Proces ten powtarzano czterokrotnie.

2) Otrzymywanie soli octanowych

Wymiana TFA-na AcO- przeprowadzilem w dwéch etapach. Poczatkowo
aniony TFA- usunieto przy zastosowaniu kolumienek z Zywica jonowymienng
VariPure (Agilent). W tym celu roztwér peptydu rozpuszczony
w wodzie przepuszczano przez kolumienke zalozona na kolbe ssawkowa.
Po zwigzaniu z faza stala peptyd wymywano przy uzyciu ACN i zbierano
od osobnej probéwki. Tak pozyskana frakcje rozpuszczano w wodzie, mrozono
i liofilizowano. Po liofilizacji do suchego peptydu dodawano rozcieficzony
roztwoér kwasu octowego w wodzie i powtdrnie przeprowadzano liofilizacje.

Proces ten powtarzano trzykrotnie.
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3) Oznaczanie zawartoSci przeciwjonow

Przed przystapieniem do analiz przygotowalem trzy nawazki soli:
chlorku sodu (NaCl), octanu sodu (AcONa) oraz trifluorooctanu sodu (TFANa)
tak aby stezenie roztworu wyjsciowego wyniosto 200 pg/ml. Z roztworéw tych
przygotowalem serie roztworéw o réznych rozcienczeniach (0,5; 1,0; 10; 20; 30;
40; 50; 75; 100; 125; 150; 175 pg/ml), ktére nastepnie postuzyly do przygotowania
krzywych kalibracyjnych. Analizy zawartosci przeciwjonéw wykonatem przy

uzyciu chromatografu jonowego Dionex-ICS 5000* (Thermo Fisher Scientific).

Parametry analizy chromatograficznej:

Kolumna: Dionex Ion Pack™ AS22 4x250 (Thermo Fisher Scientific)
Supresor: ASRS 300 4mm, natezenie pradu 31 mA

Faza ruchoma: 4,5 mM weglan sodu 1,4 mM wodoroweglan sodu
Przeptyw eluentu: 1,2 ml/min

Objetos¢ analizowanej probki: 20 pl

Temperatura celi pomiarowej: 35°C

Temperatura kolumny: 30°C

Do oznaczenia zawartosci przeciwjonéw przygotowatem po trzy nawazki
badanych peptydoéw tak, aby stezenia badanych roztworéw wynosity 500 pg/ml.
Dla kazdego z badanych zwigzkéw wykonano analizy zawartosci przeciwjonéw.
Zawarto$¢ przeciwjondw odczytano z wczesniej przygotowanych krzywych
kalibracyjnych. Kazda analize wykonano w trzech powtérzeniach. Walidacja
metody przeprowadzona zostala zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowej
Rady Harmonizacji Wymagann Technicznych dla Rejestracji Produktow
Leczniczych Stosowanych u Ludzi (ICH) [241].
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1.7. Oznaczenie zawartosci peptydu

Peptydy otrzymane metoda SPPS po liofilizacji mogg zawierac
nieokreslong ilos¢ wody oraz przeciwjonéw, ktére moga sie wahaé¢ miedzy od 10
do az 70% masy probki. Bardziej hydrofilowe zwiazki ogélnie zawieraja wiecej
wody i soli w poréwnaniu do tych hydrofobowych. W zwigzku
z powyzszym trudno jest oceni¢ rzeczywiste stezenie peptydu w oparciu

o zmierzong mase zliofilizowanej probki.

Jednakze, jesli peptyd posiada w sekwencji reszty aminokwaséw
zawierajacych ugrupowania chromoforowe takie jak tryptofan (W) lub tyrozyna
(Y), stezenie peptydu mozna okresli¢ na podstawie molowego wspélczynnika
absorpcji tych reszt. Wspolczynnik ten jest wartoscia stala dla tych
aminokwaséw i przy dlugosci fali 280 nm, drodze optycznej wynoszacej

1 cm i obojetnego roztworu wynosi:

Dla Tryptofanu: 5560 AU/mmol/ml
Dla Tyrozy: 1200 AU/mmol/ml

Wspotczynnik ten ma charakter addytywny, w zwiazku z powyzszym wartosc¢
tego wspolczynnika dla danego peptydu zalezy od rodzaju oraz liczby reszt

chromoforowych w sekwencji [242]. Obliczenia wykonatem wg wzoru:

Abs X R X M,
[(W x 5560)+(Y x1200)

C [mg/ml] = T gdzie:
Abs - wartosc¢ absorbancji

R - rozcienczenie

M., - masa czasteczkowa

W - ilos¢ reszt tryptofanu

Y - iloé¢ reszt tyrozyny

73



| CZESC DOSWIADCZALNA

1.8. Ocena aktywnosci badanych zwiazkoéw wobec szczep6w S. aureus

Wszystkie szczepy wykorzystywane w badaniach przechowywane byly
w probéwkach z podlozem krioprotekcyjnym na szklanych kulkach Roti-Store
(Carl Roth GmbH) w temperaturach -20 lub -80°C. Przed przystgpieniem do prac
eksperymentalnych, kulki szklane przenositem byly do probéwek z ptynna
pozywka MH, ktére inkubowane byly przez 24 godziny w 37°C z wytrzasaniem
120 rpm. Z ptynnych zawiesin nastepnie przygotowywatem posiewy redukcyjne
na statym podtozu MH Agar, ktére po 24 godzinach inkubacji w 37°Ci uzyskaniu
odpowiedniego wzrostu kolonii przenoszone byly do lodéwki. W tych
warunkach, w temperaturze 7°C szczepy na stalym podlozu agarowym byly
przechowywane nie dtuzej niz 1 miesiac i stuzyly do przygotowywania zawiesin
badanych. Gestos¢ hodowli okreélalem spektrofotometrycznie przy uzyciu
czytnika Multiskan™ GO przy dtugosci fali 600 nm.

Badania mikrobiologiczne przeprowadzalem w warunkach aseptycznych,
w komorze bezpieczeristwa typu II (Alpina) z laminarnym przeptywem
powietrza. Ponadto, przed przystapieniem do pracy powierzchnie robocza
dezynfekowalem przy uzyciu roztworu na bazie alkoholu etylowego Line-
Antybakteria 70 oraz wbudowanej lampy UV (20 min)

Wszystkie niejalowe jednorazowe materialy zuzywalne oraz roztwory
uzywane w badaniach mikrobiologicznych sterylizowalem w autoklawie
w 121°C przez 15 minut, pod ciénieniem 1 atm. Pozywki plynne jak
i agarowe byly sterylizowalem w autoklawie mikrofalowym. Natomiast
roztwory zwiazkow wrazliwych na dzialanie wysokiej temperatury
sterylizowatem przy uzyciu filtrow strzykawkowych o $rednicy poréw rownej

0,20 pm.
1) Wyznaczanie minimalnego stezenia hamujacego wzrost

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéw wykonatem
przy uzyciu metody mikrorozciericzen w bulionie na 96-dotkowych ptytkach
polistyrenowych zgodnie z zaleceniami CLSI [168]. W tym celu

przygotowywalem serie rozciericzern badanych zwigzkéw (0,5-256 pg/ml)
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w pozywce MH o objetosci 50 pl. W przypadku oznaczania wrazliwosci wobec
daptomycyny podloze plynne suplementowane byto CaCl,, tak aby ostateczne
stezenie jondéw Ca?* wynositlo 50 pg/ml [243], [244]. Nastepnie do tak
przygotowanych plytek dodawalem zawiesiny drobnoustrojow, aby wartos¢
konicowa ich zageszczenia wynosita 5 x 105> CFU/ml (Rycina 5, dziat 4.1 s. 37).
Nastepnie ptytki byly inkubowane w 37°C przez 18 godzin. Po tym czasie
dokonywatem wizualnego odczyty wynikéw. Za stezenie MIC okreslatem takie,
przy ktérym nie obserwowany byt wzrost drobnoustrojow. Wszystkie
eksperymenty byly przeprowadzone co najmniej w 3 powtdrzeniach

i obejmowaty kontrole wzrostu (dodatnig) oraz kontrole jatowosci (ujemna).

2) Wyznaczanie minimalnego stezenia eliminujacego biofilm

Badania aktywnosci wobec biofilmu przeprowadzilem na 96-dolkowych
plytkach polistyrenowych o ptaskim dnie z uzyciem resazuryny jako znacznika
zywotnoséci komorek (Rycina 17) [245]. W tym celu, plytki te uzupelniatem
zawiesinami drobnoustrojow w MH o objetosci 100 pl i zageszczeniu
0,5 x 107 CFU/ml. Plytki te nastepnie byly inkubowane przez 24 godziny
w temperaturze 37°C. Po tym czasie dotki plytek byly przeptukiwatem
trzykrotnie przy uzyciu PBS celem usuniecia wolnoptywajacych, niezwiazanych
z biofilmem komoérek. Do tak przygotowanych ptytek dodawalem zwiazki
w gradiencie stezen (0,5-256 pg/ml), ktére nastepnie inkubowane byly przez
24 godziny w temperaturze 37°C. Po tym czasie wszystkie dotki uzupetnione
zostaly 20 pl roztworu resazuryny o stezeniu 4 mg/ml. Plytki nastepnie
inkubowane byly przez godzine w 37°C. Po tym czasie dokonywatem odczytu
wynikéw. Za minimalne stezenie eliminujace biofilm (MBEC) przyjmowatem
takie przy ktérym nie obserwowano zmiany barwy (redukcji) resazuryny (10%
t 0.5%) w poréwnaniu do kontroli dodatniej (100%) oraz ujemnej (0%).
Oznaczenia te wykonalem przy zastosowaniu czytnika mikroptytek Multiskan™

GO przy dlugosci fali 570 nm.
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3) Wyznaczanie minimalnego stezenia hamujacego rozwdj biofilmu

Badania zdolnosci badanych zwiazkéw do hamowania rozwoju biofilmu
przeprowadzilem na 96-dolkowych plytkach polistyrenowych o ptaskim dnie
z uzyciem resazuryny jako znacznika zywotnosci komorek (Rycina 17).
W tym celu, na plytkach przygotowywalem serie rozciericzen badanych
zwigzkow (1-512 pg/ml) w objetosci 50 pl. Do tak przygotowanych plytek
dodawatem zawiesiny drobnoustrojow w plynnym podiozu MH o objetosci
50 ul, tak aby ostateczne ich zageszczenie wynosito 0,5 x 107 CFU/ml. Ptytki
te nastepnie byly inkubowane przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Po tym
czasie dotki ptytek byly przeptukiwane trzykrotnie przy uzyciu PBS. Do tak
przygotowanych plytek dodana zostala $wieza pozywka oraz 20 pl roztworu
resazuryny o stezeniu 4 mg/ml. Plytki woéwczas inkubowane byly przez godzine
w 37°C. Po tym czasie dokonywano odczytu wynikéw. Za minimalne stezenie
hamujace rozwo6j biofilmu (MBIC) przyjmowatem takie przy ktérym nie
obserwowano zmiany barwy (redukgji) resazuryny (10% * 0.5%) w poréwnaniu
do kontroli dodatniej (100%) oraz ujemnej (0%). Oznaczenia te wykonatem

na czytniku mikroptytek Multiskan™ GO przy dtugosci fali 570 nm.
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Rycina 17. Schemat przedstawiajacy oznaczenie MBEC oraz MBIC
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1.9. Dodatkowe badania mikrobiologiczne

Dla peptydéw charakteryzujacych sie najlepszymi wlasciwosciami
przeciwdrobnoustrojowymi wykonatem dodatkowe badania majace na celu
potwierdzi¢ ich potencjal przeciwgronkowcowy. Badania te zrealizowalem
na modelowych szczepach: S. aureus ATCC 25923 oraz S. aureus ATCC 33591
(MRSA).

1) Badanie zjawiska narastania opornosci

W celu oceny zdolnosci szczepéw S. aureus do rozwoju opornosci wobec
wybranych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych poddalem je wielokrotnemu
pasazowaniu w pozywce MH suplementowanej badanymi zwiazkami
w stezeniu réwnym potowie MIC. Szczepy te inkubowano przez 24 godziny

w 37°C z wytrzagsaniem 120 rpm.

Po kazdym pasazu (n=10), probéwki byly wirowane, osady bakteryjne
nastepnie byly przemywane roztworem PBS i zaszczepiane do kolejnej probéwki
z pozywka plynng i badanym zwigzkiem. Pozostala zawiesina byla
wykorzystana do wykonywania oznaczenn wrazliwosci wobec badanych

peptydéw, zgodnie z wczedniej opisanym protokotem (rozdz. 1.8.1).

2) Ocena depolaryzacji blon

Pomiary depolaryzacji blony cytoplazmatycznej wykonalem przy uzyciu
odczynnika fluorescencyjnego DiSCs(5) [246], [247]. Zwiazek ten wykazuje silne
powinowactwo do blony bakteryjnej i w postaci zwiazanej jego fluorescencja jest
wygaszona. Jednakze, gdy dochodzi do depolaryzacji blony, odczynnik ten jest
uwalniany do roztworu. Wéwczas jego fluorescencja moze by¢ mierzona.
Szczepy S. aureus ATCC 25923 oraz S. aureus ATCC 33591 inkubowano w 37°C
z wytrzgsaniem 120 rpm az do momentu wejécia w logarytmiczna faze wzrostu
(3-4 godziny). Nastepnie proboéwki z zawiesinami bakteryjnymi odwirowano

(3500 rpm, 7 min) i przemywano 5 mM buforem HEPES (pH 7,2) zawierajacym
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20 mM glukozy. Nastepnie przygotowywano zawiesiny bakteryjne w roztworze
zawierajagcym 5 mM bufor HEPES (z dodatkiem 20 mM glukozy, 100 mM K(l,
pH 7,2), tak aby wartos¢ absorbancji wynosita 0,05 (dt. fali 600 nm). Zmiany
fluorescencji spowodowane zalamaniem potencjatu btony cytoplazmatycznej
i uwolnieniem DiSC3(5) do roztworu monitorowano w sposéb ciagly
w temperaturze pokojowej przy uzyciu spektrofluorymetru Fluoroskan Ascent
FL (Thermo Fisher Scientific) przy diugosci fali wzbudzenia 622 nm i dlugosci
fali emisji 670 nm. Gdy wychwyt barwnika byt maksymalny, na co wskazuje
ustabilizowanie wartosci fluorescencji z powodu gaszenia nagromadzonego
barwnika we wnetrzu btony, do zawiesin bakteryjnych dodano badane peptydy
o stezeniu 2 x MIC. Uzyskane wyniki calkowitego zalamania potencjalu
blonowego dla S. aureus zestawilem ze zwigzkiem wzorcowym - melityna (64
ng/ml). Wszystkie pomiary powtérzono dwukrotnie, tak aby zapewnic

powtarzalnosé.
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1.10. Wyznaczanie cytotoksycznosci badanych zwiazkéw

1) Ocena toksycznosci wobec linii komérkowej keratynocytow ludzkich

Badanie to wykonane zostaly przez dr n. med. Sylwie Bartoszewska
z Katedry i Zaktadu Chemii Nieorganicznej na linii komérkowej keratynocytéow
ludzkich HaCaT (ATCC), przy uzyciu testu MTT, zgodnie z opisanym wcze$niej
protokotem [248], [249]. Test ten opiera si¢ na kolorymetrycznej ocenie
aktywnosci metabolicznej komorek, ktérych enzymy mitochondrialne redukuja
sole tetrazolowe (MTT) do barwnego formazanu. Iloé¢ zredukowanego
odczynnika jest proporcjonalna do liczby zywych (aktywnych metabolicznie)
komorek.

W tym celu, przed wykonaniem oznaczeri przygotowano hodowle
adherentng w pozywce DMEM suplementowanej penicyling (100 j./ml),
streptomycyna (100 pg/ml), FBS (10%) oraz 2mM L-glutaming, ktéra nastepnie
inkubowano w temperaturze 37°C w atmosferze 5% COs.

Nastepnie, po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji (wzrostu) hodowli,
komoérki oddzielono od powierzchni butelek hodowlanych przy uzyciu trypsyny
i przeniesiono do 96-dotkowych plytek mikrotitracyjnych w ilosci 500
komorek/dotek. Przygotowane w ten sposob ptytki hodowano przez 24 godziny
w 37°C w atmosferze 5% COx.

W  kolejnym etapie do dotkéw plytek dodano badane zwigzki
w gradiencie stezeni (0,5 - 500 ug/ml). Po 24 godzinach inkubacji w tych samych
warunkach, do dotkéw dodano roztwér odczynnika MTT w pozywce, tak aby
ostateczne jego stezenie wynosito 0,5 mg/ml. Ptytki kolejny raz inkubowano
przez 4 godziny w 37°C, nastepie cala pozywke odessano i dodano DMSO
w celu rozpuszczenia produktu formazanu. W koricowym etapie doswiadczenia
oznaczono absorbancje pozostalych roztworéw przy dlugosci fali 570 nm
(maksimum absorpcji dla medium) i 630 nm (maksimum absorpcji formazanu).
Dla kazdego stezenia wykonano po sze$¢ powtérzen. Na podstawie

otrzymanych wynikéw przy uzyciu oprogramowania Graphit 7 wyznaczono
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wartosé 1Cso. Jest to takie stezenie peptydu, ktére hamuje wzrost 50% komorek

poddawanych dziataniu zwigzkéw.

2) Ocena aktywnosci hemolitycznej

Oznaczenie aktywno$ci hemolitycznej wykonalem wobec $wiezo
pobranych  ludzkich erytrocytow (nr zgody komisji  bioetycznej
NKBBN/264/2019), zgodnie z wcze$niej opisang metodyka [250], [251]. Test ten
opiera si¢ na spektrofotometrycznym oznaczeniu uwolnionej hemoglobiny,
co odpowiada  aktywnosci  hemolitycznej = badanych  zwiazkow.
W tym celu krew pelng pobrang na antykoagulant (EDTA) zwirowatem (800%g,
10 min), zlatem osocze, a do pozostalych krwinek czerwonych dodano taka sama
objetos¢ jalowego roztworu PBS i powtérnie zwirowatem. Czynnos¢
te powtarzalem trzykrotnie celem uzyskania czystej zawiesiny krwinek
czerwonych.

W kolejnym etapie na 96-dotkowej plytce mikrotitracyjnej V-ksztaltnej
wykonalem serie rozciericzeri badanych zwigzkéw w PBS (1-512 pg/ml). Do tak
przygotowanych ptytek dodatem roztwor krwinek czerwonych w PBS, tak aby
ostateczna objetos¢ w kazdym z dotkéw wynosita 100 pl, zas stezenie
erytrocytéw wynosilo 4% (v/v). Plytki nastepnie inkubowano przez 60 min
w 37°C. Po tym czasie plytki wirowano w wiréwce uniwersalnej Sorval ST16
z odpowiednig przystawka oraz chlodzeniem (800xg, 10 min, 4°C).
Po odwirowaniu supernatant z plytek przeniostem do nowych ptytek, a ilosé
uwolnionej hemoglobiny zmierzylem przy wuzyciu czytnika mikroptytek
Multiskan™ GO przy dtugosci fali 540 nm. Wyniki opracowatem w oparciu
o kontrole dodatnia (100% hemolizy), ktéra zawierata 1% roztwoér Triton-X 100
oraz kontrole ujemna (0% hemolizy), ktéra zawierala tylko PBS. Wszystkie

eksperymenty wykonatem w trzech powtérzeniach.
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1.11. Uklady przeplywowe z poli(dimetylosiloksanu)

Uklady z PDMS przygotowalem poprzez zmieszanie oraz utwardzenie
dwusktadnikowego zestawu Sylgard 184, zgodnie z zaleceniami producenta.
Baza oraz roztwoér utwardzajacy zmieszalem w stosunku 10:1 w stosunku
wagowym oraz wylalem na wczeéniej odtluszczong metanolem i osuszona
szklang szalke Petriego. Nastepnie na szalki te umieszczano stelaze, w ktérych
umocowane byly filamenty z ABS, w taki sposob, aby po zestaleniu PDMS
wypelnialy przestrzei kanaléw badawczych (ksztalt oraz wymiary ukladéw

przedstawione sa na Rycinie 12). Objetosc¢ jednego kanatu wynosita 100 pl.
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Rycina 18. Schemat przygotowanych ukladéw przeplywowych z PDMS.

A - rzut czolowy B - rzut boczny
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Nastepnie, ukfady te byly wyjmowane i umieszczane w zlewkach
z acetonem i przenoszone do lazni ultradZwiekowej celem wypltukania
i wymycia filamentéw z ABS, ktére w przeciwienstwie do PDSM sa w nim
rozpuszczalne. W kolejnym etapie, uklady przenosilem do zlewek
z metanolem i ponownie umieszczane w !azni ultradZwiekowej (5 min).
Po osuszeniu wszystkie plytki z PDMS pakowalem w rekaw sterylizacyjny
i sterylizowalem w autoklawie przez 15 minut w 121°C przy ciénieniu 1 atm. Tak

przygotowane uklady stuzyty do dalszych prac badawczych (Rycina 19).

E?- “,m t?sg\g- ‘fg‘Tm“’VCE& @ s

WSS S0ge va.com

Rycina 19. Uklad przeptywowy wykorzystywany w pracach badawczych
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1.12. Ocena aktywnosci peptydéw przeciwdrobnoustrojowych wobec

biofilmu gronkowcowego w warunkach przeplywowych

Badanie aktywnosci wybranych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych
wobec biofilmu formowanego w warunkach przeptywowych zrealizowatem dla
zwiazkéw o najwyzszym potencjale przeciwgronkowcowym przy uzyciu dwoch
modelowych szczepéw: S. aureus ATCC 25923 oraz S. aureus ATCC 33591
(MRSA). Formowanie biofilmu wewnatrz plytek z PDMS nastepowalo przy
uzyciu trzech pomp perystaltycznych, wczesniej wysterylizowanych wezy
sylikonowych Tygon®3350 (2,4x0,8x0,8 mm) o dlugosciach 30 oraz 50 cm.
Zawiesiny bakteryjne przygotowywane byly w sterylnych probéwkach
o objetosci 50 ml, ktére umieszczano w termobloku w temperaturze 37°C. Weze
podlaczane byty do uktadow z PDMS poprzez wymrozenie w cieklym azocie.
Zmrozone weze kurczyly sie i stawaly sie sztywne, co utatwialo ich podlaczanie.
Natomiast uzyskujac temperature pokojowa rozszerzaly sie, tym samym
zachowujac szczelnoé¢ polaczenia. Zdjecie przedstawiajace badany uklad

znajduje sie na Rycinie 20.

Rycina 20. Zdjecie przedstawiajace podiaczony uklad z PDMS do pompy
perystaltycznej.
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Przed rozpoczeciem prac badawczych wszystkie uktady oceniatem pod
wzgledem szczelnoéci oraz sterylizowalem przy uzyciu plynu Line-
Antybakteria 70 (10 min, szybkos§¢ przeptywu 1ml/min). Nastepnie uklady
przeptukiwalem przy uzyciu jalowego roztworu PBS (10 min, szybkos¢
przeptywu 0,1 ml/min). Po wykonaniu wszystkich tych czynnosci, uklady
przygotowywalem do realizacji dalszych prac badawczych. Formowanie

biofilmu wewnatrz kanatu podzielone zostato na nastepujace etapy:

1) Adhezja - na tym etapie zawiesiny S. aureus o gestosci 0,5 x 107 CFU/ml
byly przepuszczane przez kanal (4 godziny, 37°C, szybkos¢ przeplywu 0,1

ml/min).

2) Plukanie - wczedniej uzyte dreny wymieniano na nowe, sterylne,
a wnetrze kanatu ptukano jalowym roztworem PBS (10 min, szybko$¢ przeptywu

0,1 ml/min).

3) Wzrost biofilmu - po przeplukaniu wnetrza kanatéw, weze silikonowe
byly umieszczane w probéwkach z pozywka MH, ktéra tloczona byla az do

korica badania (24 godziny, 37°C, szybkos¢ przeptywu 0,1 ml/min).
Wszystkie analizy uwzglednialy kontrole wzrostu oraz kontrole jalowosci.
1) Minimalne stezenia eliminujacego biofilm w przeptywie

Pierwszym  aspektem  weryfikowanym ~ w  ramach  prac
eksperymentalnych w przeptywie bylo zbadanie wrazliwosci biofilmu
uformowanego w warunkach przeplywowych wobec badanych zwiazkéw.
Celem tych prac bylo wskazanie réznic pomiedzy aktywnoscia peptydow
przeciwdrobnoustrojowych wobec biofilmu uformowanego w warunkach
stacjonarnych oraz przeplywowych. W pierwszym etapie formowany byl
biofilm wewnatrz kanalu (zgodnie z procedura opisang w pkt. 1.11). Nastepnie

wnetrze kanatu przeplukiwalem jalowym roztworem PBS (10 min, 0,1 ml/min)
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celem wyptukania niezwigzanych z biofilmem komoérek. W kolejnym etapie
podiaczalem pozywke suplementowana badanym zwiazkiem i pompowano
przez kanat przez (24 godziny, 37°C, 0,1 ml/min). Po tym czasie ponownie
wnetrze kanalu przeptukiwatem jalowym roztworem PBS (10 min, 0,1 ml/min)
a nastepnie podlaczatem probéwke z dodatkiem resazuryny, w stezeniu takim
jak w przypadku oznaczenia w warunkach stacjonarnych (rozdz. 1.8.2. oraz
1.8.3), ktéra pompowana byla w obiegu zamknietym (1 godzina 37°C, 0,1
ml/min). Za minimalne stezenie eliminujace biofilm w przeptywie (MBEC)
przyjmowalem najnizsze stezenie zwiazku, przy ktérym nie obserwowalem
zmiany barwy (redukcji) resazuryny (10% * 0.5%) w poréwnaniu do kontroli
dodatniej (100%) oraz ujemnej (0%). Oznaczenia te wykonalem na czytniku

mikroptytek Multiskan™ GO przy dlugosci fali 570 nm.

2) Badanie zjawiska narastania opornosci w przeplywowym modelu

badawczym

Kolejnym aspektem ocenianym w ramach badann w niniejszej pracy
doktorskiej byta weryfikacja zjawiska narastania opornosci w przeptywie. Celem
tego badania byla przede wszystkim ocena wptywu dlugotrwalej ekspozycji
biofilmu gronkowcowego na badane peptydy, nie tylko pod katem wrazliwosci
na te same zwigzki, ale rowniez antybiotyki konwencjonalne. W pierwszym
etapie formowany byl biofilm wewnatrz kanalu (zgodnie z procedura opisana
w pkt. 1.11). Po tym czasie wnetrze kanatu przeptukiwalem jatowym roztworem
PBS (10 min, 0,1 ml/min) celem wyplukania niezwiazanych z biofilmem
komorek. Nastepnie podlaczalem pozywke suplementowana badanym
zwigzkiem w stezeniu réwnym potowie wartoéci MBEC, ktérga pompowano
przez kanal odpowiednio przez 24, 48 i 72 godziny (szybkos¢ przeptywu 0,1
ml/min). Po kazdym etapie ekspozycji wnetrze kanalu przeptukiwatem
jalowym roztworem PBS (10 min, 0,1 ml/min) celem wyeliminowania
pozostaloéci zwigzku oraz niezwigzanych z biofilmem komoérek. Nastepnie
zawartos$¢ kanalu wyplukiwalem przy uzyciu 10ml PBS w obiegu zamknietym

pod duzym ciénieniem (10 min, 15 ml/min) celem oderwania biofilmu.
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Skutecznosé tej procedury potwierdzilem barwieniem fioletem krystalicznym
oraz wizualizacja mikroskopowa. Uzyskang zawiesine nastepnie posiewatem na
stale podtoze agarowe MH, ktére inkubowano przez 24 godziny w 37°C. W ten
sposob pozyskiwatem klony szczepéw S. aureus, ktérych biofilm traktowany byt
badanym peptydem przez 24, 48 oraz 72 godziny. Na tych szczepach nastepnie
wykonywalem oznaczenia wrazliwosci na badane zwigzki oraz antybiotyki

konwencjonalne zgodnie z procedura opisang w dziale 1.8.1.

3) Badanie wplywu peptydéw przeciwdrobnoustrojowych na formowanie

sie biofilmu w warunkach przeptywowych

Celem tych prac bylo wykazanie czy inkorporacja peptydéw do wnetrza
kanatéw z PDMS moze mie¢ wplyw na tworzenie sie biofilmu S. aureus.
Procedure te wykonatem przy uzyciu powlekania polidopaming (pDA) zgodnie
z wczedniej opisana metodyka, z drobnymi modyfikacjami wynikajacymi
z przeplywowego modelu badawczego [252]. W pierwszym etapie
przygotowywalem powloke pDA poprzez przeplukiwanie wnetrza kanatow
roztworem chlorowodorku dopaminy (2mg/ml) w 10mM buforze bicynowym
o pH 85 (18 godzin, 0,3 ml/min). Po tym czasie wnetrze kanalow
przeptukiwalem jalowym roztworem wody demineralizowanej. W celu dalszej
funkcjonalizacji, do ukladéw podiaczalem nowe, sterylne weze silikonowe, ktére
umieécitem w probéwkach z wodnymi roztworami badanych peptydéw (100
ng/ml). Nastepnie roztwory te ttoczytem przez kanaly w ukladzie zamknietym
(6 godzin, 0,3 ml/min). Ocena zwigzania peptydéw wykonalem przy
wykorzystaniu chromatografii cieczowej (RP-HPLC), poprzez poréwnanie
zawartosci badanych zwigzkéw w roztworze przed i po inkorporacji.
Sfunkcjonalizowane uklady z PDMS stuzyly do dalszych badan. Formowanie
biofilmu przebiegalo zgodnie z procedura opisang w 1.11. Po 24 godzinach
wnetrze kanatu wyptukiwatem przy uzyciu 10ml PBS w obiegu zamknietym (10
min, 15 ml/min). Zawarto$¢ probéwek rozciericzalem od 10t do 10-8. Z kazdego
rozcieniczenia pobieralem po 100 pl zawiesiny i posiewalem przy uzyciu
sterylnych jednorazowych glaszczek na podloze agarowe MH celem

oszacowania iloéci komoérek tworzacych biofilm wewnatrz kanatow.

86



| OMOWIENIE WYNIKOW ORAZ DYSKUSJA

IV. OMOWIENIE WYNIKOW ORAZ DYSKUSJA
1. Ocena wrazliwosci szczep6é6w klinicznych na antybiotyki i AMPs

W pierwszym etapie zrealizowanych prac badawczych w ramach
wspotpracy z Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego realizowane byly badania majgce na celu
scharakteryzowanie szczepoéw klinicznych gronkowca zlocistego pod katem
wrazliwosci na antybiotyki konwencjonalne oraz peptydy
przeciwdrobnoustrojowe. W ramach wspdlnego przedsiewziecia udalo sie
wyizolowac¢ 148 szczepéw od pacjentow z AZS oraz 18 od grupy kontrolnej
(Charakterystyka szczepéw w Tabeli 4) [43]. Celem nadrzednym tych prac byto
wykazanie czy aktywnos$¢ peptydoéw przeciwdrobnoustrojowych zalezy

od opornosci na antybiotyki konwencjonalne.

Tabela 4. Charakterystyka szczepéw klinicznych S. aureus

Pacjenci Grupa Kontrolna
Liczba 100 50
Obecnosc S. aureus (%)
Skora 75 4
Przedsionek nosa 73 14
MRSA 11 0

7 200 wymazoéw pobranych od pacjentow z AZS w 148 (74%) stwierdzono
obecnosc¢ S. aureus. Wyniki te koreluja z danymi literaturowymi, ktére wskazuja,
iz ok. 80% pacjentéw z AZS wykazuje kolonizacje gronkowcem zlocistym [44].
Natomiast sposréd wszystkich wyizolowanych szczepéw przy uzyciu podioza
dwudzielnego chromID MRSA/S. aureus udalo sie zidentyfikowac
11 szczepéw MRSA. Wobec wszystkich wyizolowanych szczepéw wykonano
oznaczenia MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych takich jak ampicylina,
cyprofloksacyna, daptomycyna, erytromycyna, kwas fusydowy, linezolid,

likomycyna, mupirocyna, tetracyklina oraz wankomycyna. Peptydy
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przeciwdrobnoustrojowe, ktore ujete zostaly w badaniach to: CAMEL, Citropina
1.1, LL-37 oraz Temporyna A. Wyniki oznaczeri MICsp (minimalnego stezenia
hamujgcego wzrost 50% szczepéw) oraz MICy (minimalnego stezenia

hamujacego wzrost 90% szczepéw) przedstawione zostaly na Rycinach 8 oraz 9.
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Rycina 21. Wartosci MICsp oraz MICe dla antybiotykéw konwencjonalnych.

"Na czerwono zaznaczone zostaty wartosci MIC, ktore wg EUCAST definiuja szczep S. aureus jako oporny

Oznaczenia minimalnego stezenia hamujacego wzrost wskazaly istotnie,
ze dla wigkszosci antybiotykéw konwencjonalnych spotykane byly szczepy
oporne. Warto podkresli¢, ze zaréwno dla ampicyliny jak i daptomycyny ilos¢
ta stanowita wiecej niz 50% szczepéw (Rycina 15). Porownujac MICqo z wartoScia
MICs5 dla antybiotykéw konwencjonalnych widaé¢ wyraznie, ze s3 one znaczace
wyzsze, a w przypadku erytromycyny czy mupirocyny ponad 1000-krotnie.
W przypadku AMPs, takie réznice nie sa obserwowalne. Tylko w przypadku
Temporyny A wartos¢ MICo byta 2 razy wyzsza, natomiast dla LL-37
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obserwowane byly szczepy niewrazliwe na zadne z wuzytych stezen
w doswiadczeniach. Dla drugiego z peptydéw jest to typowe zjawisko,
wynikajace z naturalnej opornosci niektérych gronkowcéw wobec endogennych
peptydéw. Wiele prac wskazuje, iz produkowane przez gronkowce enzymy
proteolityczne takie jak metaloproteinaza (aureolizyna) oraz proteaza V8
prowadza do degradacji LL-37 [253], [254]. Z kolei staphylokinaza lub inaczej

fibrynolizyna, wigze sie specyficznie z LL-37, co wewnatrz ustroju prowadzi
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Rycina 22. Wartosci MICsp oraz MICy dla AMPs.

do aktywacji plazminogenu i fibrynolizy, za§ samo wigzanie inaktywuje
przeciwdrobnoustrojowe dziatanie peptydu [255], [256]. Warto réwniez
wspomnie¢, ze w przypadku biofilméw tworzonych przez S. aureus wystepuja
mechanizmy obronne oddzialtywujace z LL-37. Przykladem jest adhezyna
wewnatrzkomérkowa PIA, ktérej wydzielanie wplywa na wytwarzanie
macierzy pozakomoérkowej i jest zwiazana ze zwiekszona opornosScia
gronkowcoéw na endogenne peptydy [257]-[259]. Z tego wzgledu LL-37 nie jest
zwigzkiem z wyboru w przypadku opracowywania nowych terapii
przeciwgronkowcowych. Tym nie mniej, peptyd ten stanowi doskonalg baze
do opracowywania nowych, bardziej skutecznych zwiazkéw powstatych na
bazie krétszych fragmentéw, koniugatéw lub analogéw zawierajacych

D-aminokwasy w sekwengcji. Dzieki takiemu podejsciu substancje te moga nie
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by¢ podatne na dziatanie proteolityczne enzyméw bakteryjnych lub wykazywac

lepsze dziatanie przeciwdrobnoustrojowe [260]-[262].
2. Przeciwgronkowcowa aktywnos¢ retro analogow

Dotychczas zdefiniowano wiele podejs¢ pozwalajacych na projektowanie
i otrzymywanie peptydéw o poprawionych wlasnosciach biologicznych. Wsréd
nich mozna wymieni¢ takie jak cyklizacja, delecje i substytucje aminokwasoéw,
dimeryzacja oraz lipidacja [230], [263], [264]. Tym nie mniej, inna Sciezka
pozwalajaca na otrzymanie zwigzkéw o poprawionej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej jest synteza retro analogéw (o odwréconej sekwencji).
Wiele danych literaturowych wskazuje, ze podejscie to skutkuje otrzymaniem
peptydéw o poprawionej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Przyktadowo,
Subbalakshmi i wsp. w badaniach nad aktywnoscig syntetycznych analogéw
peptydu SPF (najbardziej hydrofobowego fragmentu bydlecej seminoplazminy)
udowodnili, ze zwigzek o odwréconej sekwencji wykazywal poréwnywalna lub
nawet wyzsza aktywno$¢ wobec szczepoéw E.coli, Pseudomonas aeruginosa oraz
S. aureus [265]. Dodatkowo, pomimo wzrostu zdolnosci bakteriobdjczych,
aktywnosé¢ hemolityczna pozostala na tym samym poziomie. Podobne
zaleznosci zaobserwowane zostaly przez Gopala i wsp., ktérzy poréwnywali
aktywnosé 6-aminokwasowego peptydu (WK) 3. W badaniach tego zespotu,
retro analog wykazywat dwukrotnie wyzsza aktywnos¢ przeciwko wszystkim
badanym mikroorganizmom (bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne i grzyby)
i tak samo jak we wcze$niej wspomnianej pracy brak byto zmian w aktywnosci
hemolitycznej [266]. Niewatpliwie rezultaty tych prac stanowily przyczyne do
weryfikacji, czy analogi o odwréconej sekwencji takich AMPs jak Aureina 1.2,
CAMEL, Citropina 1.1, Omiganan, Pexiganan oraz Temporyna A beda
charakteryzowac si¢ poprawiong aktywnoscig przeciwgronkowcowga. Dane
literaturowe jak réwniez wyniki poprzednich prac, potwierdzaly wysoka
aktywnos¢ tych zwiazkéw, co dodatkowo przemawialo za koniecznoScia
weryfikacji hipotezy badawczej [267], [268]. Oznaczenia MIC zrealizowane
zostaly tylko wobec referencyjnych szczepéw S. aureus, w zwiazku z tym,

ze mialy one na celu jedynie weryfikacje hipotezy, czy odwrécenie sekwencji
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w AMPs moze mie¢ wplyw na aktywnosé przeciwgronkowcowaq. Ze wszystkich
przebadanych peptydéw tylko retro analog Aureiny 1.2 nie wykazywat
aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Natomiast najnizszymi stezeniami MIC
charakteryzowaly sie peptydy: CAMEL, Temporyna A oraz Pexiganan.
Uzyskane wyniki pokrywaja si¢ z tymi spotykanymi w literaturze oraz
wynikami wczeéniejszych badan zrealizowanych na szczepach klinicznych
[269]-[272]. Co istotne, dla wszystkich par peptyd-retro analog, tylko dla
Omigananu zaobserwowano poprawe aktywnosSci przeciwdrobnoustrojowej
wobec badanych szczepéw S. aureus. Dla pozostalych, skutkiem odwroécenia

sekwengcji bylo znaczne obnizenie aktywno$ci przeciwgronkowcowej (Tabela 5).

Tabela 5. Wartosci MIC peptydéw oraz ich retro analogéw wobec referencyjnych szczepéw
S. aureus.

S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus

Zwiazek ATCC ATCC ATCC ATCC ATCC

25923 6538 6538/P 9144 12598
Aureina 1.2 128 64 64 128 64

retro-Aureina 1.2 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256
CAMEL 4 2 2 4 2
retro-CAMEL 128 16 16 64 64
Citropina 1.1 16 8 8 16 8
Retro-Citropina 1.1 64 32 32 64 32
Omiganan 16 4 8 16 8
retro-Omiganan 8 4 8 8 8
Pexiganan 8 2 4 8 8
retro-Pexiganan 128 8 32 64 64
Temporyna A 4 4 8 8 4
retro-Temporyna A 64 16 32 64 32

Warto podkresli¢, iz wyniki tych analiz koresponduja z innymi badaniami
zrealizowanymi w Katedrze i Zakladzie Chemii Nieorganicznej. W pracy
Neubauera i wsp. zbadano aktywnos¢ tych samych zwigzkéw wobec szerokiego
panelu drobnoustrojéw obejmujacego zaréwno bakterie Gram-dodatnie, Gram-
ujemne oraz grzyby [238]. Wykazano, ze retro-Omiganan charakteryzowat sie
poprawiong aktywnoscia wobec nie tylko gronkowcoéw, ale réwniez szczepow

Gram-ujemnych takich jak E. coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa oraz
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grzybéw z rodzaju Candida. Réwniez dla tego zwigzku zaobserwowano zostata
wyzsza aktywnosé¢ hemolityczna, co nie mialo miejsca w przypadku pozostatych
retro-analogéw. Dlatego tez trudno jednoznacznie potwierdzi¢, czy odwroécenie
sekwencji moze skutkowaé pozyskaniem nowych, bardziej skutecznych AMPs
i postuluje si¢ by badania wstepne oparte byly na obliczeniach obejmujacych
ocene hydrofobowosci. Odwroécenie sekwencji w przypadku Omigananu,
w odréznieniu do pozostatych analogéw, skutkowato wzrostem hydrofobowosci
(Rycina 23). Ponadto to co charakteryzuje oba peptydy to konserwatywny

fragment (RWPWWPWR) wewnatrz sekwencji aminokwasowe;j.

00 WEHWWEWEHOO®

@ Omiganan

00000000000

retro-Omiganan

Rycina 23. Réznica zamiany sekwencji w przypadku Omigananu oraz retro-
Omigananu.

Pomimo, iz zaden zesp6t badawczy nie przedsiewzial sie zbadania takich
zaleznosci dla Omigananu, to jednak podobne badania byty zrealizowane dla
Indolicydyny (naturalnego AMPs, ktérego Omiganan jest analogiem).
Przykltadowo w pracy Nagpala i wsp. dla jej retro analogu zaobserwowano taka
sama aktywnos¢ wobec Salmonella typhimurium [273]. Z drugiej strony
w badaniach Ando i wsp. analog ten charakteryzowata wyzsza aktywnos¢ wobec

Bacillus subtilis oraz E. coli oraz nizsza aktywnos¢ hemolityczna [274].
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3. Wplyw przeciwjondéw na aktywnosé przeciwgronkowcowa peptydow

W przemysle jak réwniez w laboratoriach akademickich synteze
peptydéw w wiekszosci prowadzi sie na stalym nosniku polimerowym (SPPS),
przy zastosowaniu chemii Fmoc. Podejscie to zwigzane jest z uzyciem kwasu
trifluorooctowego, ktéry uzywany jest do odszczepienia peptydu z zywicy oraz
jako sktadnik fazy ruchomej na etapie oczyszczania peptydu. W zwigzku z tym
produktem koficowym SPPS sg sole trifluorooctanowe (TFA-) [240]. Generalnie,
aniony te oddzialuja z kationowymi ugrupowaniami peptydowymi, takimi jak
grupa aminowa (lizyna i N-koniec) oraz grupa guanidynowa (arginina,
histydyna). Gléwnie na zasadzie oddzialywan elektrostatycznych. Tym nie
mniej, obecno$¢ TFA- bezposrednio zwigzanego z czasteczka peptydu lub
w postaci niezwigzanej w liofilizacie moze mie¢ wplyw na aktywnoscé
biologiczna zwiazku. Wiele prac wskazuje na wysoka toksycznos¢ TFA wobec
komoérek eukariotycznych, np. poprzez hamowanie ich proliferacji [275].
Ponadto TFA w nadmiarze moze oddzialtywaé z czasteczkami poprzez zmiane
pH czy tez konformacji peptydu [276]-[278]. Nalezy rowniez wzig¢ pod uwage
wplyw tych anionéw na wyniki analiz strukturalnych np. poprzez zakiécanie
pasma amidowego w spektroskopii IR lub tez wplyw na zmiane konformacji
w eksperymentach dichroizmu kolowego (CD) [279]. Dlatego tez wymiana
przeciwjonéw, w szczegolnosci przy realizacji bardziej ztozone analiz fizyko-
chemiczne oraz biologicznych powinna by¢ brana pod uwage [280]. Zazwyczaj,
jony TFA- wymieniane sg na bardziej biozgodne, takie jak chlorki oraz octany,
a w literaturze opisanych jest szereg procedur. Najpopularniejszym podejSciem
jest rozpuszczenie peptydu w wodnym roztworze kwasu chlorowodorowego
(0.1 M HClag) i dalsza liofilizacja [279]. Niekiedy rowniez stosowane sa zywice
jonowymienne na etapie oczyszczania, stosowanie dodatku kwasu do fazy
ruchomej, oczyszczanie peptydéow na blonach dializacyjnych czy tez
deprotonowanie reszt aminokwaséw zasadowych [281]. Jednakze, wszystkie te
podejScia sa czasochtonne i niekiedy wymagaja uzycia duzej ilosci
rozpuszczalnikow. Co nie jest zgodne z ideg zielonej chemii. W Katedrze

i Zakladzie Chemii Nieorganicznej opracowana zostatla metoda wymiany jonéw
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TFA- na jony chlorkowe z uzyciem niewodnego srodowiska rozpuszczalnikow
organicznych (Schemat na Rycinie 24). Metoda ta z powodzeniem stosowana jest
w réznych pracach realizowanych w Jednostce. W zwiazku z tym réwniez
w wypadku tych prac badawczych wykorzystana zostala do otrzymania

chlorowodorkéw peptydéw przeciwdrobnoustrojowych.

SRODOWISKO
WODNE
PEPTYD

Rozpuszczenie Rozpuszczenie
w HCL/H 0 w HCl/Rozp.organicznym
LIOflllzaCJa

24h 30 min ‘ i
‘ Liofilizacja z H,0

HN\

Time

Response

CHROMATOGRAFIA JONOWA

Rycina 24. Schemat wymiany przeciwjonéw w peptydach uzytych w pracy [228].

W tej czesci prac doswiadczalnych wykorzystano nastepujace peptydy:
CAMEL, Citropina 1.1., LL-37, Pexiganan, Temporyna A, a oznaczenia MIC
wykonano wobec 5 szczepoéw referencyjnych oraz 25 szczepéw klinicznych.
Wszystkie zwiazki na poczatku otrzymane zostaly jako sole trifluorooctanowe
co potwierdzone zostalo analizami oceny zawartosci tych jonéw przy uzyciu
chromatografii jonowej (IC). Poziom TFA- wahat sie¢ miedzy 150 a 320 pgna 1 mg
badanej probki i nie stwierdzono obecnosci innych anionéw. Wymiane

przeciwjonéw na chlorkowe oraz octanowe przeprowadzono zgodnie
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z wczesniej opisang procedurg, a ich zawartos¢ okreslona przy uzyciu IC (Tabela
6 oraz 7). Zasadniczo, w przypadku wymiany na jony chlorkowe ich zawartos¢
dla wszystkich badanych peptydéw wynosita >97%. Natomiast zawsze
stwierdzana byta niewielka iloé¢ TFA-, ktérych nie dato sie¢ wyeliminowa¢ mimo
powtérzonych etapéw wymiany i powtérnych liofilizacji. W przypadku
wymiany na jony octanowe, zawarto$¢ tych jonéw wynosita dla wigkszosci
zwiazkéw >98%, z wyjatkiem peptydéow CAMEL (96,47%) oraz Temporyna A
(93,94%). Pozostalymi anionami byly jony chlorkowe. Przypuszcza sig,
ze nieznaczna ilos¢ tych jonéw zwigzana jest z ich Sladowa zawartoScia
w kolumienkach z zywica jonowymienng, ktére w tym wypadku sa uzywane,
aby pozby¢ sie jonéw trifluorooctanowych.

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wskazuja, ze wszystkie
z badanych zwigzkéw hamuja wzrost szczepéw S. aureus uzytych w tej czesci
prac badawczych. Wyjatek stanowil peptyd LL-37, ktéry nie byt aktywny wobec
wiekszosci badanych drobnoustrojow (Tabela 8). Jednakze poprzez
uwzglednienie szczepéw wrazliwych mozliwa byta ocena wpltywu wymiany
przeciwjonéw na aktywnos¢ przeciwgronkowcowa réwniez dla tego peptydu.
Dzieki uérednieniu wartosci MIC dla wszystkich zwigzkéw udalo sie oszacowad,
ktore z badanych peptydéw charakteryzuja sie najwyzsza aktywnoscia oraz jaki
jest wplyw wymiany przeciwjonéw (Tabela 10). Co istotne wszystkie chlorki
oraz octany wykazywaly wyzszy potencjal od wyjSciowych trifluoroctanow.
Natomiast aktywnos¢ przeciwgronkowcowa uklada sie zgodnie z szeregiem
CAMEL>Temporyna A>Pexiganan>Citropina 1.1>LL-37. Tym nie mniej
w wypadku tych badan, aby moéc oceni¢, ktéry z badanych zwigzkow
charakteryzowat si¢ najwyzszym potencjalem srednie wartoéci MIC zestawiono
wraz z wynikami oznaczen cytotoksycznosci wobec linii komérkowej HaCaT
(Tabela 10). Wyliczony indeks selektywnosci, ktéry stanowi stosunek ICsp
do MIC wskazuje, ze zwigzkiem o najlepszych parametrach byt octan

Pexigananu.
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Tabela 6. Zawarto$¢ poszczegdlnych przeciwjonéw w badanych peptydach

po wymianie na jon chlorkowy.

CAMEL HC1
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 3,22 98,15 0,00
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,03 2,77 0,00
Zawarto$é [%] 1,02 98,98 0,00
Citropina 1.1 HC1
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 6,42 69,41 0,00
Zawartoé¢ [umol/mg] 0,06 1,96 0,00
Zawartosé [ %] 2,82 97,18 0,00
LL-37 HC1
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 2,30 177,56 0,00
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,02 5,01 0,00
Zawartosé [%] 0,40 99,60 0,00
Pexiganan HCl
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 5,06 114,09 0,00
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,09 3,22 0,00
Zawartosé [%] 0,89 99,11 0,00
Temporyna A HC1
TFA- Cl- AcO-
Zawartos¢ [ppm/mg] 4,73 49,28 0,00
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,04 1,39 0,00
Zawartosé [ %] 2,92 97,08 0,00
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Tabela 7. Zawarto$¢ poszczegdlnych przeciwjonéw w badanych peptydach

poO wymianie na jon octanowy

CAMEL AcOH
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 0,00 3,22 146,62
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,00 0,09 2,48
Zawarto$é [%] 0,00 3,53 96,47
Citropina 1.1 AcOH
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 0,00 0,00 57,76
Zawartoé¢ [umol/mg] 0,00 0,00 0,98
Zawartosé [ %] 0,00 0,00 100,00
LL-37 AcOH
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 0,00 0,00 157,52
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,00 0,00 2,67
Zawartosé [%] 0,00 0,00 100,00
Pexiganan AcOH
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 0,00 2,52 282,43
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,00 0,70 4,78
Zawartosé [%] 0,00 1,46 98,54
Temporyna A AcOH
TFA- Cl- AcO-
Zawartos¢ [ppm/mg] 0,00 2,47 63,80
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,00 0,07 1,08
Zawartosé [ %] 0,00 6,06 93,94
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Tabela 8. Aktywno$¢ peptydéw z réznymi przeciwjonami wobec referencyjnych
i klinicznych szczepéw S. aureus
CAMEL Citropina 1.1 LL-37
S 9% 5|8 2 u|E g
=< = < H <
ATCC25923 | 8 8 32 16 16 > > >
2 '252 ATCC6538 | 2 < < 16 4 128 64 64
5 § ATCC6538/P| 4 1 1|16 8 8 | > > >
&g ATCCO144| 8 2 132 16 16| > > >
) ATCC12598 | 4 2 1|16 8 8 |> > >
0IN(MMRSA) | 4 2 2 |16 16 16 | > > >
00IS(MRSA) | 4 4 2 |16 16 16 | > > >
002N | 4 4 < 16 16 16 > > >
0025 | 4 4 1 16 16 8 > > >
04N(MRSA) | 4 4 2|16 8 8 | > > >
0055 | < < < 2 2 2 2 2 4
0135 | < < < 2 2 2 2 4 2
OISN(MRSA) [ 4 4 2 [ 16 8 8 | > > >
OI7N(MRSA) | 4 2 2| 8 4 4 | > > >
o OI7S(MRSA) | 2 2 2 | 4 8 4 |> > >
5 024N (MRSA) | < < < 2 2 2 2 4 2
é 030N | 4 4 4 16 16 16 > > >
& 033N | 4 4 4 16 8 16 > > >
§ 039N | 4 4 4 16 8 16 > > >
@ M43SC(MRSA) | 4 4 4| 8 8 8 |> > >
045N | 4 4 4 16 16 16 > > >
0485 | 4 4 4 16 16 16 > > >
051N (MRSA) | 4 2 2 8 > > >
051S | 2 2 2 > > >
053N | 4 4 4 16 16 16 > > >
060S | 2 1 1 2 1 2 2 2 2
KI9N | 4 2 1 16 16 16 > > >
K46N | 4 4 4 16 16 16 > > >
K505 | 1 1 1 2 1 1 4 2 4

Nastepnie byty to trifluorooctan Temporyny A oraz chlorowodorek CAMEL. Dla

tych zwigzkéw wartosci 1Cso wynosily odpowiednio 10,60 pg/ml, 7,91 pg/ml

oraz 249 pg/ml. Pomimo, iz najmniej toksycznym peptydem uzytym

w badaniach byl octan LL-37, dla ktérego warto$¢ ICso wynosita 22,65 pg/ml,
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Tabela 9. Aktywno$¢ peptydéw z réznymi przeciwjonami wobec referencyjnych
i klinicznych szczepéw S. aureus cd.

Pexiganan Temporyna A

§ OU —_— —_

e 2 v v
ATCC25923 | 8 8 8
- ATCC6538 | 4 2 4

&

g 2 ATCC6538/P | 8 4 8
& g ATCCO9144 | 8 8 8
= ATCC12598 | 16 8 8
00IN (MRSA) | 16 8 8
001S (MRSA) 8 8

002N | 8 16 16
0025 | 16 16 16

004N (MRSA) | 8 4 8

0055 11

038 | 1 1 1

015N (MRSA) | 16 4 4

017N (MRSA) 2 2

3 0175 (MRSA) 2 2
5 024N (MRSA) 1 1
é 030N | 16 16 8
s 03BN | 16 8§ 16
N 09N | 8 16 8
& 043SC (MRSA) 4

045N | 16 8 16
0485 | 16 16 16

@ O 0 B 0 0 00 B 00 00 B OB B I 00 00 00 i R R B i i ool o o b | TFA-
N N T C T S S Gt G SG-G NC S NC S T QY S T N SO G U UG U Ny (G SN o IV O &

=~ O O B &= 0 0 H= 0 O = = = b= O O O = = = & b = O k= 00 X =

051N (MRSA) | 8 8
051S | 1 1
053N | 8 8
060S | 2 1
KION | 8 16 16
K4a6N | 8 8 8
K50S | 1

to jednak brak aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej dodatkowo wplynat
ujemnie na wartoéci indeksu selektywnosci. Tym samym wyniki tych
doswiadczen potwierdzajg, ze nie mozna w spos6b jednoznaczny oceni¢, ktory
z przeciwjondw jest najbardziej odpowiedni dla AMPs i wskazuja na brak jest

korelacji pomiedzy ich rodzajem a aktywnoscia biologiczna. W zwigzku
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z powyzszym, wybor rodzaju soli, w jakiej dany peptyd moégtby by¢ stosowany
powinien by¢ oparty na szczegétowych badaniach uwzgledniajacych zaré6wno

szeroki wachlarz szczepéw oraz linii komérkowych w testach cytotoksycznosci.

Tabela 10. Zestawienie wartosci ICsp oraz indeksow selektywnosci dla badanych
peptydéw z réznymi przeciwjonami

Peptyd Przeciwjon ICso wafisgc’nli\/aﬂ C srr
TFA- 3,32 <3,5 >0,95
CAMEL AcO- 2,72 <28 >0,97
Cl- 2,49 <2,0 1,25

TFA- 3,02 13,0 0,23

Citropina 1.1 AcO- 4,37 10,0 0,44
Cl- 4,12 10,0 041
TFA- 11,75 >411 <0,03
LL-37 AcO- 22,65 >409 <0,06
Cl- 4,26 >409 <0,01

TFA- 1,05 84 0,13

Pexiganan AcO- 10,60 7,1 1,49
Cl- 0,14 74 0,02

TFA- 7,91 59 1,34

Temporyna A AcO- 0,92 4,2 0,22
Cl- 3,43 57 0,60

Sredni SI - indeks selektywnosci (ICso/ MIC)
Pogrubione sa najlepsze wartosci SI dla danego peptydu oraz przeciwjonu
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4. Przeciwgronkowcowa aktywnosé Omigananu i retro-Omigananu

Wysoka aktywnos¢ Omigananu oraz jego retro-analogu zaré6wno wobec
bakterii Gram-dodatnich jak i Gram-ujemnych skfaniata do poszerzenia panelu
badart koncentrujacych sie na aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej tych obu
zwiazkéw. Przedmiotem jednej z prac realizowanych w zespole Katedry
i Zakltadu Chemii Nieorganicznej byta weryfikacja aktywnosci wybranych AMPs
wobec biofilmu Acinetobacter baumanii tworzonego na powierzchni ptytek
polistyrenowych oraz fragmentéw rurek tracheotomijnych [249]. Obok takich
peptydéw jak CAMEL, Citropina 1.1, LL-37, Pexiganan oraz Temporyna A,
w badaniach ujete zostaly réwniez Omiganan oraz retro-Omiganan. Dwa
ostatnie zwiazki, pomimo, iz nie wykazywaly najwyzszej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej, to jednak wyniki oznaczeni cytotoksycznosci wobec
linii HaCat jednoznacznie wskazaly, ze charakteryzuja sie one najwyzszymi
wartoéciami ICso, ktére wynosily odpowiednio 79,39 oraz 29,51 pg/ml.
Co istotne, stezenia te znacznie przewyzszaja wartosci 1Cso pozostatych AMPs
ujetych w poprzednich badaniach realizowanych wobec referencyjnych oraz
klinicznych szczepéw S. aureus. Dlatego tez, Omiganan oraz retro-Omiganan
ujete zostaly w dalszych szczegétowych pracach badawczych wobec S. aureus.
Dodatkowo przedsiewzieto sie weryfikacji wplywu wymiany przeciwjonéw
na aktywnos$¢ biologiczng obu peptydow. Badania mikrobiologiczne
obejmowaly m.in. oznaczenia wobec form planktonowych (MIC oraz testy
narastania opornosci) oraz ocene depolaryzacji blon. Ponadto okreslono
aktywnosc wobec biofilmu zaréwno w warunkach stacjonarnych oraz w modelu
przeplywowym. W pierwszym etapie oznaczono wplyw Omigananu oraz retro-
Omigananu na tworzenie biofilmu (MBIC), jego eradykacje (MBEC).
W przeptywowym modelu badawczym z wykorzystaniem specjalnie do tego
celu zaprojektowanych ukltadéw z PDMS réwniez okreSlono MBEC oraz
oceniono wplyw dlugotrwalej ekspozycji na badane peptydy na wrazliwosé¢
na te same zwigzki jak i antybiotyki konwencjonalne. W ostatnim etapie badan

okreslono wplyw funkcjonalizacji kanaléw z PDSM peptydami na formowanie
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sie biofilmu w przeplywie. Toksyczno$¢ Omigananu oraz jego retro analogu

okreslona zostata wobec ludzkich erytrocytéw oraz linii komérkowej HaCaT.
41. Wymiana przeciwjonow

Wymiane przeciwjonéw dla obu peptydéw przeprowadzono zgodnie
z wczesniej opisanym protokotem. W efekcie otrzymano po trzy sole kazdego
z peptydow, trifluorooctany, chlorowodorki oraz octany. Analizy zawartosci
poszczegdlnych przeciwjondw po wymianie zrealizowane przy uzyciu
chromatografii jonowej wskazaly, iz zawarto$¢ jonéw chlorkowych dla
Omigananu i jego retro analogu wynosita odpowiednio 97,81 oraz 100% (Tabela
11). W przypadku wymiany na octany, zawartoéci tych jonéw wynosila z kolei
87,31 oraz 86,26 % (Tabela 12). Dodatkowo, tak jak w przypadku wcze$niejszych
badan stwierdzono réwniez obecnos¢ jonéw chlorkowych, co zwigzane jest
zich §ladowa zawartoscig w kolumienkach z zywicg jonowymienna, ktére w tym

wypadku sg uzywane, aby pozby¢ sie jonéw trifluorooctanowych.

4.2. Aktywnos¢ réznych rodzajéw soli

Tabela 11. Zawarto$¢ jonéw chlorkowych w badanych peptydach.

Omiganan HC1
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 2,91 77,99 0,00
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,05 2,20 0,00
Zawartosé [ %] 2,19 97,81 0,00
retro-Omiganan HCI
TFA- CI- AcO-
Zawartos¢ [ppm/mg] 0,00 89,41 0,00
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,00 2,52 0,00
Zawartosé [ %] 0,00 100,00 0,00
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Tabela 12. Zawarto$¢ jonéw octanowych w badanych peptydach

Omiganan AcOH
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 8,55 7,29 114,34
Zawartos¢ [umol/mg] 0,08 0,21 1,94
Zawartosé [%] 3,41 9,28 87,31
retro-Omiganan AcOH
TFA- Cl- AcO-
Zawarto$¢ [ppm/mg] 11,78 8,16 124,05
Zawarto$¢ [umol/mg] 0,10 0,23 2,10
Zawartosé [%] 4,28 9,46 86,26

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zrealizowano wobec
szczepow referencyjnych (5) pochodzacych z kolekcji ATCC oraz klinicznych (9),
wyizolowanych od pacjentéw z atopowym zapaleniem skéry. Dobér szczepow
do badan oparty zostat na wczesniejszych analizach MIC, na podstawie ktérych
wytypowane byly te charakteryzujace si¢ najwyzszym stopniem opornosci
na antybiotyki konwencjonalne. Wyniki oznaczenn MIC wskazujg, ze wszystkie
zwigzki hamowaly wzrost gronkowcoéw w zakresie stezeri od 0,5 do 16 ng/ml,
za$ najaktywniejszymi zwigzkami byl octan Omigananu oraz trifluorooctan
retro-Omigananu, dla ktérych srednie wartosci MIC wynosity odpowiednio 7,6
oraz 7,7 pg/ml (Tabela 13). W przypadku oznaczern hamowania rozwoju
biofilmu najwyzszym potencjalem charakteryzowal sie trifluorooctan retro-
Omigananu, dla ktérego srednia wartos¢ MBIC wynosita 12,3 pg/ml, a rozrzut

wynikéw dla wszystkich zwiazkéw oscylowal miedzy 0,5 a 32 pg/ml (Tabela
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14). Eradykacja juz uformowanego, 24-godzinnego biofilmu dla badanych AMPs
nastepowala w wielokrotnie wyzszych stezeniach, jednak charakteryzowata sie
zdecydowanie najwezszym zakresem aktywnosci. Najnizsze zanotowane
stezenia MBEC wynosity 16 pg/ml, natomiast najwyzsze 128 pg/ml. Warto
zaznaczyé¢, ze te ostatnie stwierdzone zostaly tylko dla 1 szczepu referencyjnego
(S. aureus ATCC 25923). Tym nie mniej, najnizsza $rednia wartos¢ MBEC
w wypadku tych badan stwierdzona zostata dla octanu retro-Omigananu, ktéra
wynosita 33,4 pg/ml (Tabela 15). Uzyskane wyniki analiz mikrobiologicznych
koresponduja z tymi zrealizowanymi w ramach innych prac zrealizowanych
w Jednostce. Przykladowo w pracy Antimicrobial peptides as potential tool to fight
bacterial biofilm wyniki MIC oraz MBC (minimalnego stezenia bakteriobojczego)
dla Omigananu wyznaczone wobec szczepu S. aureus wynosily odpowiednio
418 pg/ml [200].Z kolei w pracy Zapotocznej i wsp. wartoéci MIC wyznaczone
dla szczepéow MRSA dla D-Omigananu (do syntezy peptydu uzyto
D-aminokwaséw) wynosily 8 ug/ml [282]. W tych samych badaniach, $rednie
wartoéci MBEC dla réznych szczepéw po 6 godzinach traktowania zwigzkiem
wynosity od 18,6 do 20,8 ng/ml. Natomiast w pracy Samantha Ng i wsp.
Omiganan jak i D-Omiganan ujete zostal w badaniach nad szczepami MRSA
opornymi na mupirocyne [283]. Dla obu zwiazkéw i wszystkich analizowanych
szczepow wartosci MIC wynosity 12,5 uM co odpowiada stezeniu 22,7 pg/ml.
Warto zaznaczy¢, iz uzycie D-aminokwaséw w sekwencji zwieksza odpornosc¢
peptydéw na aktywnos¢ proteaz, co przeklada sie dodatnio na ich potencjat
aplikacyjny. We wskazanej pracy stezenie peptydéw po godzinie inkubacji
z ludzka proteaza serynowa S9 (obecna w skérze) dochodzilo
do calkowitej degradacji Omigananu. Natomiast stezenie D-Omigananu
wynosito 80% i utrzymywato si¢ na stalym poziomie przez caly okres trwania
analizy. Nalezy zaznaczy¢, ze wiekszo$¢ badar nad Omigananem dotyczy jego
postaci w formie chlorowodorku (Omiganan pentahydrochloride). Przykladowo
w pracy Sadera i wsp. Omiganan badany byl na bardzo duzej liczbie szczepow
klinicznych, w tym gronkowcoéw gronkowcéw zlocistych wrazliwych
na oksacyline (88) oraz opornych - MRSA (111) [284]. Dla obu tych grup zakres
stezen MIC miescil sie miedzy 2 a 64 pg/ml, a MICo wynosit 16 pg/ml.
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W badaniach Fritsche i wsp. z 2008 roku nad szczepami klinicznymi MSSA,
MRSA, VISA oraz VRSA (109) wartoéci MICsp oraz MICq wynosity odpowiednio
16 i 32 pg/ml [285]. Wyniki badani innych zespoléw badawczych oraz tych
zrealizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej sa zbiezne, natomiast
analizy wplywu réznych przeciwjondw w tych peptydach na ich aktywnosé
przeciwgronkowcowa potwierdzaja, ze dobdér odpowiedniego zalezy
od badanego peptydu, a takze potencjalnej aplikacji. Przykladowo dla
Omigananu nie zaobserwowano znaczacych réznic wartosci $rednich MIC,
MBIC oraz MBEG, jesli wzigé¢ pod uwage badania na szczepach referencyjnych
(Rycina 25). Z kolei w przypadku szczepéw klinicznych jako reguta wyzsza
aktywnosé¢ byta obserwowana dla chlorowodorkéw (Rycina 26). Dla retro-
Omigananu w przypadku szczepéw referencyjnych znaczna réznica
zaobserwowana byta przy eradykacji biofilmu, gdzie na korzys¢ przemawia
wymiana na jony chlorkowe i octanowe. Z drugiej strony rozwdj biofilmu
najlepiej hamowat trifluorooctan retro-Omigananu. Dla szczepéw klinicznych
dla retro analogu nie zaobserwowano znaczacych réznic. Tym nie mniej,
zestawiajac ze sobg aktywnosc wszystkich badanych zwigzkéw wobec szczepow
klinicznych oraz referencyjnych zaobserwowa¢ mozna wyzsza aktywnos¢ wobec
bakterii pozyskanych od pacjentéw. Obserwacje te sugeruja, jak konieczne jest
uwzglednianie w swoich badaniach szczepéw referencyjnych (szczepéw
kontrolnych). Czesta praktyka w badaniach nad nowymi zwigzkami jest
realizacja badan na szczepach klinicznych, ktére generalnie traktowane sa jako
bardziej oporne na antybiotyki [286], [287]. Jednakze istota badani naukowych
jest rowniez umozliwienie innym zespotom badawczym nie tylko odtworzenie
badan, lecz réwniez odpowiednie zestawienie wynikéw swoich prac

eksperymentalnych.
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Tabela 13. Wartosci MIC Omigananu i retro-Omigananu z r6znymi przeciwjonami

wobec referencyjnych i klinicznych szczepéw S. aureus [png/ml].

Omiganan retro-Omiganan
S 9 | & % o
£ <2 = <

. ATCC25923 | 16 16 16 8 16 16
k=

? ATCC33591 (MRSA) | 16 16 16 | 16 16 16
)
—

‘*§ ATCC 6538 | 4 8 8 8 8 8
2

g ATCCO144 | 4 4 4 8 8 8
Q
N
wn

ATCC12598 | 8 8 8 8 8 16

004N (MRSA) | 8 8 8 8 16 16

0055 | 1 1 1 | o5 11

0095 | 05 05 05| 1 11
(o]

5 015N (MRSA) | 16 8 16 8 6 8
=

~ 030N | 8 8 16 | 16 16 8
o

3 031S | 1 1 1 2 1 2
p)]

043SC (MRSA) | 8 8 8 8 16 8

05IN (MRSA) | 16 8 8 8 16 16

0608 | 2 1 1 1 1 1

Srednia wartosé MIC [ug/ml]

Omiganan TFA 8,2
Omiganan AcO 7,6
Omiganan ClI- 8,5
retro-Omiganan TFA 7,7
retro-Omiganan AcO- 10,3
retro-Omiganan Cl- 98
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Tabela 14. Wartosci MBIC Omigananu i retro-Omigananu z ré6znymi przeciwjonami

wobec referencyjnych i klinicznych szczepéw S. aureus [ug/ml]

Omiganan retro-Omiganan
S 2 | E 2 ©
= < = <
o ATCC 25923 | 32 32 32 16 32 32
;; ATCC 33591 (MRSA) | 32 32 32 16 32 32
)
‘*g ATCC 6538 | 32 32 32 16 32 16
? ATCCO9144 | 16 16 16 16 16 16
P ATCC12598 | 32 16 32 16 32 32
004N (MRSA) | 16 8 16 16 16 16
0055 | 2 1 1 2 2 2
009S | 1 1 1 2 1 1
g
S 015N (MRSA) | 16 16 16 16 16 16
=
% 030N | 16 16 16 8 16 16
&
§ 031s| 05 05 05 0,5 05 05
9
0435C (MRSA) | 16 16 16 8 16 16
051N (MRSA) | 32 16 32 32 32 16
060S | 2 1 2 1 2 2

Srednia wartoéé MBIC [ug/ml]

Omiganan TFA 20,0
Omiganan AcO- 17,0
Omiganan CI- 20,0
retro-Omiganan TFA 12,3
retro-Omiganan AcO- 19,9
retro-Omiganan Cl- 18,4
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Tabela 15. Wartosci MBEC Omigananu i retro-Omigananu z ré6znymi przeciwjonami

wobec referencyjnych i klinicznych szczepéw S. aureus [ug/ml]

Omiganan retro-Omiganan
= 2 ol & 9 @
= < = <

o ATCC25923 | 128 128 64 128 64 64

;; ATCC 33591 (MRSA) | 32 64 64 64 32 32
)

‘*g ATCC6538 | 32 64 32 64 32 64

? ATCCO9144 | 32 16 32 32 32 32

P ATCC12598 | 32 32 64 32 32 32

004N (MRSA) | 64 32 64 64 32 64

0055 | 16 16 32 16 16 16

009S | 32 16 32 16 16 16

'é 015N (MRSA) | 64 32 64 32 32 32
=

% 030N | 32 32 64 32 32 32
&

§ 031S | 16 16 16 16 16 16
9

0435C (MRSA) | 32 16 32 16 32 32

051N (MRSA) | 64 64 64 32 64 64

060S | 16 16 16 16 16 16

Srednia wartos¢ MBEC [ug/ml]

Omiganan TFA 44,3
Omiganan AcO- 43,7
Omiganan ClI- 46,9
retro-Omiganan TFA 46,2
retro-Omiganan AcO- 334
retro-Omiganan Cl- 38,4
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4.3. Oznaczenie zawartoSci peptydow

W przypadku syntezy peptydéw na stalym nosniku polimerowym (SPPS)
otrzymujemy produkt w postaci liofilizatu, w ktérym oprécz samego zwigzku
obecne s3 m.in. przeciwjony oraz woda. Ponadto, ze wzgledu
na higroskopijny charakter peptydoéw ilosci tych zanieczyszczen ulegaja ciaglej
zmianie w trakcie przechowywania. Dlatego tez podawane stezenia aktywnosci
biologicznej maja charakter szacunkowy. Bez dokladnych analiz (np. analizy
aminokwasowej lub na podstawie molowego wspoétczynnika absorpcji
tryptofanu oraz tyrozyny) nie jest mozliwe wyrazenie dokladnego stezenia tych
zwigzkow [288]. Szczegdlne znaczenie tego typu analizy odgrywaja
w przypadku analiz proteomicznych, gdy potrzebne jest bardzo doktadne
okreSlenie stezenia okreSlonych biatek (markeréw) w prébkach pobranych
od pacjentéw. W przypadku procedury wymiany przeciwjonéw, ktéra zwigzana
jest z wielokrotna liofilizacjq istnieje ryzyko zmiany realnej zawartosci peptydu
w liofilizacie. Dlatego tez by moéc dokladnie okredli¢ wplyw wymiany
przeciwjonéw na aktywno$¢ przeciwgronkowcowa Omigananu i jego retro
analogu oznaczono zawartoé¢ peptydéw w liofilizatach. Dzieki obecnosci 4 reszt
tryptofanu w sekwencji (ILRWPWWPWRRK-NH2) mozliwe bylo okreslenie
zawartosci peptydu (Tabela 16).

Tabela 16. Wyniki oznaczefi zawartoéci przeciwjondow w  peptydach
po wymianie na jon chlorkowy oraz octanowy

Peptyd Przeciwjon Zawartosé peptydu [mg/mg]

Omiganan 1,00 £ 0,059

TFA-
retro-Omiganan 0,96 + 0,048
Omiganan 0,85 +0,027

Cl-

retro-Omiganan 0,75 +0,020
Omiganan 0,85+ 0,026

AcO-
retro-Omiganan 0,79 £ 0,023
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W oparciu o wyniki tych analiz okreélona zostata skorygowana wartosé
$rednia stezert MIC, MBIC oraz MBEC (Tabela 17). Pomimo wyraznych r6znic
w stezeniu efektywnym peptydéw po wymianie przeciwjonéw, nadal jednak
najnizszq wartos¢ MIC wykazuje octan Omigananu, MBIC trifluorooctan retro-
Omigananu, a eradykacje biofilmu w najnizszym stezeniu powoduje octan retro-
Omigananu. Na  podstawie tych analiz mozna domniemywag,
ze najkorzystniejsze wlasnosci przeciwgronkowcowe dla obu zwiazkéw
zapewnia obecno$¢ przeciwjonu octanowego, a najwyzsza aktywnosé
w stosunku do biofilmu wykazuje retro-Omiganan. Warto zaznaczyg,
iz w badaniach klinicznych Omiganan ujety zostal w postaci chlorowodorku
[289], [290]. Pomimo to znaczenie przeciwjondw w gotowej postaci
farmaceutycznej nie jest bez znaczenia. W szczegdlnosci, gdy brany pod uwage
jest proces produkcji czy sposéb dostarczenia leku. Nie bez znaczenia jest
réowniez calkowita kompozycja gotowej formulacji, ktéra moze mie¢ wplyw
m. in. na jej stabilnos¢ czy skutecznosé leku in vivo [291]. Dlatego tez decyzja
o tym, ktory przeciwjon jest najbardziej odpowiedni dla aktywnosci Omigananu
oraz jego retro analogu musi by¢ podparta dalszymi badaniami, np. stabilnosci

oraz cytotoksycznosci.

Tabela 17. Wyniki badart mikrobiologicznych [ug/ml] po uwzglednieniu zawartosci
peptydoéw i érednich wartosci MIC, MBIC oraz MBEC [pug/ml].

Wartosci poczqtkowe Wartosci skorygowane
Peptyd | Przeciwjon
MIC MBIC MBEC | MIC MBIC MBEC

Omiganan 8,20 20,00 4430 | 820 20,00 44,30

TFA-
retro-Omiganan 7,70 12,30 46,20 7,39 11,81 44 35
Omiganan 8,50 20,00 46,90 7,23 17,00 39,87

Cl-

retro-Omiganan 9,80 18,40 38,40 7,35 13,80 28,80
Omiganan 760 1700 43,70 | 646 1445 37,15

AcO-
retro-Omiganan 10,30 19,90 33,40 8,14 15,72 26,39
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44. Cytotoksyczno$é réznych rodzajéw soli

Jednym =z parametrow pozwalajacych na wstepne okreSlenie
cytotoksycznosdci peptydéw jest ocena aktywnosci hemolitycznej. Gléwnie
ze wzgledu na fakt, iz jednym z kryteriow determinujagcym zastosowanie
ogolnoustrojowe AMPs jest niska toksyczno$¢ wzgledem erytrocytow [292].
Wyniki oznaczeri zrealizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej
wskazujg, iz sposréd wszystkich rodzajow soli najbardziej hemolityczny byt

retro-Omiganan (Ryciny 27-29).
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Rycina 27. Wykres aktywnosci hemolitycznej soli TFA- Omigananu i retro-Omigananu
w gradiencie stezenia

Natomiast tylko trifluorooctan Omigananu nie powodowal istotnej
hemolizy erytrocytow (>10%) w calym zakresie badanych stezen. Dla
pozostalych zwiazkéw obserwowane byly wyzsze wartosci, a rezultatem
wymiany przeciwjonéw byla wyzsza aktywnos$¢ hemolityczna. Najwyzszy
stopienn hemolizy zanotowany byt dla chlorku oraz octanu retro-Omigananu,
ktére wynosilo odpowiednio 60,12 oraz 59,99% dla stezenia 256 pg/ml.
Co wiecej, dla tych zwiazkéw wartoé¢ hemolizy >10% (16,02 oraz 11,56%)

zanotowana zostala dla stezenia 64 pg/ml. Oznacza to, ze stezenia efektywne
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mikrobiologicznie, réwniez wobec biofilmu, sa duzo nizsze niz te, ktore
odpowiadaja za istotny stopiers hemolizy erytrocytow.
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Rycina 28. Wykres aktywnosci hemolitycznej soli CI- Omigananu i retro-Omigananu

w gradiencie stezenia.
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Rycina 29. Wykres aktywnosci hemolitycznej soli AcO- Omigananu i retro-Omigananu

w gradiencie stezenia.
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Uzyskane wyniki koresponduja z wczesniejszymi badaniami Jednostki,
ktére wskazuja na wyzszg aktywno$¢ hemolityczng retro analogu wzgledem
Omigananu [242]. Natomiast podobne zaleznosci dla octanéw zaobserwowane
zostaly dla peptydow CAMEL oraz Pexiganan [239]. Warto zaznaczyd,
Ze wyznaczone stezenia pokrywaja sie z rezultatatami badan innych zespotow.
Przykltadowo w pracy Faccone i wsp. Omiganan okreSlony zostal jako AMPs
o niskim potencjale hemolitycznym [293]. Z drugiej strony, w badaniach Won
i wsp. badane byly analogi peptydéw pozyskanych od zaby, a Omiganan
stanowil zwiazek odniesienia [294]. W badaniach tych parametrem okreslanym
bylo najnizsze stezenie hemolityczne (ang. minimal hemolytic concentration,
MHC), ktéry wykorzystany zostat do obliczenia indeksu terapeutycznego (TI).
Jako MHC okredlono najnizsze stezenie powodujace hemolize réwna lub
wieksza niz 5%. Dla Omigananu wartosc¢ ta wynosita 100 pg/ml.

W ramach pracy doktorsiej okreslono réwniez toksycznosé wobec linii
komoérkowej keratynocytéw ludzkich HaCaT. Uzyskane wyniki badan
wskazujg, iz najmniej toksycznym zwigzkiem byt trifluorooctan Omigananu, dla
ktérego wartoé¢ ICsp wynosit 77,10 pg/ml (Tabela 18). Tym nie mniej,
po uwzglednieniu $rednich wartosci MIC wobec badanych szczepéw S. aureus,
to najwyzszy wskaznik indeksu selektywnosci (SI) uzyskany zostat dla octanu
Omigananu. Dodatkowo wyniki tych oznaczenn wskazuja, ze rezultatem

odwrdécenia sekwengji jest nawet 3-krotny wzrost cytotoksycznoéci.

Tabela 18. Zestawienie wartosci ICso dla badanych peptydéw oraz wyznaczone

indeksy selektywnosci (SI = ICso/ MIC).

Peptyd Przeciwjon ICso MIC2 SI
Omiganan TFA- 77,10 8,20 9,40
retro-Omiganan TFA- 29,51 7,70 3,83
Omiganan Cl- 63,99 8,50 7,53
retro-Omiganan CI- 26,66 9,80 2,72
Omiganan AcO 73,72 7,60 9,70
retro-Omiganan AcO- 23,66 10,30 2,30

a grednie wartosci MIC
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Z tego wzgledu najbardziej toksycznym zwiazkiem okazat si¢ octan retro-
Omigananu z wartoscia ICso rownig 23,66 pg/ml. Niska toksycznoéé¢ Omigananu
wobec linii HaCaT potwierdzona zostala réwniez w innych badaniach.
Przyktadowo w pracy Zapotocznej i wsp. oznaczone wartosci ICso dla
D-Omigananu wynosita az 302,8 ug/ml [282]. W badaniach Malmstenena i wsp.
nad nowymi AMPs (2001) Omiganan i LL-37 ujete zostaly jako zwigzki kontrolne
[295]. W badaniach tych oceniono przezywalnos¢ komorek HaCaT oraz iloé¢
uwolnionego LDH dla 4 badanych stezen. W rezultacie Omiganan okazat sie
jednym z najmniej toksycznych zwigzkéw, ktéremu towarzyszylo uwolnienie
najmniejszej ilosci LDH (%) w poréwnaniu do kontroli dla wszystkich uzytych

stezen.

4.5. Badanie zjawiska narastania opornosci

Jednym z aspektow pozwalajacych ocenié, czy dany zwigzek wykazuje
potencjal aplikacyjny w terapii zakazen jest jego zdolnos¢ do wywolywania
opornoéci. Tym bardziej, iz nabycie opornosci na syntetyczne peptydy moze
skutkowa¢ wywolaniem opornosci na endogenne AMPs [295]. Przykltadowo
Habets i Brokhurst wykazali, ze szczepy S. aureus, u ktérych wywotano opornosc¢
na Pexiganan, zaczely wykazywaé opornosc na ludzka defensyne hNP-1 [296].
Ponadto Kubicek-Sutherland i wsp. udowodnili, iz hodowla szczepéw S. aureus
we wzrastajacych stezeniach LL-37 i PR-39 prowadzi do selekcji szczepéw
opornych na dziatanie ukladu odpornosciowego, w tym endogennych AMPs
[297]. W badaniach zrealizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej ujeto
dwa szczepy referencyjne S. aureus ATCC 25923 oraz S. aureus 33591 (MRSA)
oraz oceniono profil wrazliwosci dla Omigananu oraz jego retro analogu.
Po 10 pasazach w stezeniu rownym %2 MIC dla obu szczepéw nie stwierdzono
zmiany w stezeniu MIC oraz nie zaobserwowano wystapienia opornosci
krzyzowej (Rycina 30). Tym samym nalezy spodziewac sig, iz dla Omigananu
i retro-Omigananu wywolanie opornosci moze by¢ utrudnione. Warto
zaznaczy¢, ze dla niektérych peptydéw, np. Tachyplezyny I rozw6j opornosci
wymaga nawet 89 pasazy [298]. Z drugiej strony, Pollarda i wsp. zaobserwowali

wywolanie opornosci i naglty wzrost stezeit MIC wobec karegeniny CSA-13
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(zwiazku steroidowego o podobnym mechanizmie dzialania jak AMPs) juz
po 7 pasazu [299]. W badaniach Samulsena i wsp. wzrost stezen MIC
na Laktoferycyne B u szczepéw S. aureus pojawil sie przed 10 pasazami [300].
Nalezy zaznaczy¢, iz zaobserwowano krzyzowa oporno$¢ na penicyline G,
a indukowana opornos¢ na peptyd okazala sie niestabilna i stosunkowo szybko

spadala w trakcie pasazowania w pozywce bez dodatku Laktoferycyny.
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Rycina 30. Wykres zmian stezeri MIC [pug/ml] po kazdym z pasazéw. Dla Omigananu i retro-
Omigananu MIC wynosi, wobec S. aureus ATCC 25923 odpowiednio 16 pg/ml oraz 8 pg/ml;
wobec S. aureus ATCC 33591 (MRSA) dla obu peptydéw 16 pg/ml.
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4.6. Ocena depolaryzacji blon

Czesto weryfikowanym parametrem w badaniach nad nowymi AMPs jest
ocena depolaryzacji bton przy uzyciu jodku 3,3" dipropylotiadikarbocyjaniny -
DiSCs(5)  [301]-[303]. W  ramach  pracy doktorskiej oznaczenia
te przeprowadzono przy uzyciu szczepow referencyjnych S. aureus ATCC 25923
oraz S. aureus ATCC 33591 (MRSA). Zwigzkiem kontrolnym za$ byta Melityna.
Wyniki analiz fluorymetrycznych wskazuja, iz Omiganan oraz retro-Omiganan
powoduja depolaryzacje bton S. aureus bezposrednio po dodaniu zwigzkéw w
stezeniu réownym 2 x MIC. Towarzyszy temu natychmiastowy wzrost
fluorescencji utrzymujacy sie przez caly okres trwania analizy (Rycina 31).
Pomimo, ze w literaturze nie opisano tego badania dla Omigananu, to jednak
potencjal do depolaryzacji blon byt oznaczany. Przykladowo Melo i Castanho
okredlili interakcje tego peptydu na laboratoryjnym modelu bton i Scian

komoérkowych [304].
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Rycina 31. Wykres obrazujacy spadek potencjatu blonowego u szczepéw S. aureus

ATCC 25923 oraz S. aureus ATCC 33591 (MRSA) po dodaniu badanych peptydéw.
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Na podstawie szeregu analiz matematycznych oraz modelowania
podpartego badaniami biologicznymi autorzy wykazali zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem MIC a interakcja z blonami S. aureus. Ponadto zaobserwowano
wysokie powinowactwo peptydu wzgledem peptydoglikanu. Z drugiej strony
Friedrich i wsp. w badaniach nad aktywnoscia hybrydowych peptydow CP26,
CP29 oraz analogu Indolicydyny - CP11CN réwniez ocenili stopieri depolaryzacji
bton [304]. Co ciekawe, w badaniach tych wykazano, iz zwigzek CP26, ktéry
charakteryzowal sie najnizsza aktywnoscia  przeciwdrobnoustrojowa,
wykazywat jedng z najlepszych zdolnosci do permeabilizacji bton. Natomiast
CP11CN oraz Indolicydyna pomimo, ze doprowadzaty do depolaryzacji blon juz

w niskich stezeniach, powodowaly to u maksymalnie 75 % komoérek

4.7. Minimalne stezenie eliminujace biofilm w przeplywie

Badania przy zastosowaniu modelu przeptywowego zrealizowane
zostaly wobec dwéch modelowych szczepéw referencyjnych S. aureus ATCC
25923 oraz S. aureus ATCC 33591 (MRSA). Pierwszym z ocenianych parametréow
bylo wyznaczenie MBEC;. Niestety, zadne ze stezefi uzytych do eliminacji
biofilmu w przeptywie nie spowodowato jego eradykacji (Tabela 19). Z tego
wzgledu zaniechano dalszych prac badawczych w tym zakresie, majac
na wzgledzie nie tylko dlugotrwaly charakter calej analizy, lecz réwniez duze

zuzycie zwigzkow.

Tabela 19. Minimalne stezenie eliminujgce biofilm w przeptywie

S. aureus ATCC 25923 S. aureus ATCC 33591
Omiganan > 256 > 256
retro-Omiganan > 256 > 256

Uzyskane wyniki koresponduja z danymi literaturowymi, ktére wskazuja,
iz biofilm utworzony w warunkach przeptywowych wykazuje diametralnie
ré6zna architekture i znacznie wyzsza opornos¢ na substancje
przeciwdrobnoustrojowe [305]-[307]. Zwiazane jest to przede wszystkim

z dostepnoscia do substancji odzywczych i wymywaniem metabolitéw [308].
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Taki model badawczy zdecydowanie lepiej odzwierciedla warunki in vivo.
Pomimo to, metody oparte o wykorzystanie ptytek mikrotitracyjnych sa czesciej
wykorzystywane w pracach badawczych nad eradykacja oraz zapobieganiem
tworzenia biofilmu. Za uzyciem tych metod przemawiaja przede wszystkim
prostota wykonania oraz relatywnie niskie zuzycie odczynnikéw [309]. Pomimo
mnogosci prac traktujacych o nowych podejsciach dotyczacych terapii infekcji
gronkowcowych zwigzanych z biofilmem, nadal nie udalo si¢ opracowac
skutecznej metody badawczej, a takze nie udalo si¢ opracowaé zupelnie
skutecznego zwigzku mogacego znaleZ¢é zastosowanie terapeutyczne. Jednakze
wsp6lnym mianownikiem tych prac jest fakt, iz najskuteczniejsza metoda jest
profilaktyka oraz taczenie réznych podejsc [310], [311]. Przyktadowo, Henriksen
i wsp. w badaniach nad P. aeruginosa w przeptywowym modelu badawczym
weryfikowali synergizm dzialania cyprofloksacyny wraz z przeciwbiofilmowym
dziataniem bakteriofagéw [312]. Aczkolwiek, zastosowanie samych wiruséw lub
antybiotykéw oddzielnie nie bylo tak skuteczne, to jednak odpowiednie

dozowanie obu podej$¢ przyniosto wymierne efekty.

4.8. Badanie zjawiska narastania opornosci w biofilmie w przeplywie

Kolejnym podejsciem ujetym w ramach niniejszej pracy doktorskiej byla
weryfikacja jaki wplyw na szczepy gronkowca zlocistego ma dlugotrwala
ekspozycja wobec badanych peptydéw. Traktowanie biofilmu utworzonego
w  warunkach przeplywowych Omigananem oraz jego retro analogiem
wskazala, iz znaczgaco nie wplywa ono na zmiane wrazliwosci wybranych
szczepow gronkowca zlocistego. Tym bardziej, iz w tym ujeciu uzywane byty
znacznie wyzsze stezenia badanych zwiazkéw (potowa wartosci MBEC).
Jednakze, zaobserwowano, iz wrazliwos¢ szczepu S. aureus ATCC 25923 wobec
cyprofloksacyny oraz Omigananu zwiekszyla sie dwukrotnie (2 MIC
wyjSciowego), zaréwno po traktowaniu Omigananem i retro analogiem juz
po 24 godzinach traktowania biofilmu (Tabela 19). Dla tego szczepu zanotowano

rowniez dwukrotny spadek stezert MIC dla daptomycyny.
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Tabela 19. Minimalne stezenia hamujace wzrost szczepu dla szczepu S. aureus ATCC

25923 po traktowaniu biofilmu badanymi peptydami w przeptywie

Omiganan Retro-Omiganan
czas 0 24 48 72 24 48 72
Ampicylina 0,5 0,5 ’ , 0,5 )
Cyprofloksacyna 1,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Daptomycyna 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 1,0 1,0
Erytromycyna | < 0,25 <025 <025 <025 <025 <0,25 <0,25
Kwas fusydowy <025 <0,25 <0,25 <0,25 < 0,25 < 0,25 <0,25
Linezolid 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Linkomycyna 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Mupirocyna <0,25 <025 <0,25 < 0,25 < 0,25 < 0,25 <0,25
Tetracyklina <0,25 < 0,25 < 0,25 < 0,25 < 0,25 <0,25 <0,25
Wankomycyna 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Omiganan 16,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
Retro-Omiganan 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
Tabela 20. Minimalne stezenia hamujace wzrost szczepu dla szczepu S. aureus ATCC
33591 po traktowaniu biofilmu badanymi peptydami w przeptywie.
Omiganan Retro-Omiganan
Czas [h] 0 24 48 72 24 48 72
Ampicylina >128 > 128 > 128 > 128 > 128 > 128 >128
Cyprofloksacyna 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Daptomycyna 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0 1,0
Erytromycyna >128 >128 > 128 > 128 > 128 >128 > 128
Kwas fusydowy | < 0,25 <025 <025 <025 < 0,25 <0,25 <0,25
Linezolid 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Linkomycyna >128 > 128 > 128 > 128 > 128 >128 > 128
Mupirocyna <0,25 <025 <0,25 < 0,25 < 0,25 < 0,25 <0,25
Tetracyklina 64,0 64,0 64,0 64,0 64,0 64,0 64,0
Wankomycyna 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Omiganan 16,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
Retro-Omiganan 16,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
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Réwniez biofilm tego szczepu wytworzony w przeplywie traktowany
Omigananem stawat si¢ wobec niego bardziej wrazliwy. W przypadku szczepu
S. aureus ATCC 33591 (MRSA) spadek wrazliwosci na daptomycyne
zaobserwowany byl dopiero po 48 godzinach traktowania retro-Omigananem
Tabela 20). Co ciekawe traktowanie biofilmu Omigananem i retro-Omigananem
zaindukowato wzajemny, dwukrotny spadek stezenn MIC u obu szczepéw.

Dotychczas zaden zespdét badawczy nie przedsiewziagl sie zbadania
wplywu ekspozycji biofilmu na rézne zwigzki przeciwdrobnoustrojowe
w przeplywie oraz dalszego oddzialywania na ich profil wrazliwosci. Wiekszoé¢
tego typu badann opiera si¢ na seryjnym pasazowaniu i dalszej ocenie
antybiotykowrazliwosci [298], [313]. Jednakze bakterie bardzo czesto w swoim
Srodowisku sa eksponowane na dzialanie szeregu AMPs, w szczegolnosci tych
bioracych udzial w reakcjach odpornosciowych zainfekowanych organizmoéw.
Ponadto opornos¢ na AMPs moze by¢ pasywna lub indukowana. Przyktadowo,
wrodzona oporno$¢ na dzialanie AMPs wystepuje u bakterii z rodzaju
Burkholderia, Morganella, Proteus, Providencia i Serratia, u ktérych wystepuje
bardziej dodatnio natadowana czasteczka Lipidu A (sktadowej LPS), co wptywa
na zmniejszenie interakcji z peptydami przeciwdrobnoustrojowymi [314].
U gronkowcéw zlocistych wystepuje szereg mechanizméw opornosci wobec
AMPs obejmujacy takie zwiazki jak LL-37, ludzkie defensyny czy Laktoferycyna
B. U podstaw tych mechanizméw wymienia si¢ m. in. zdolnos¢
do produkowania szeregu enzymow proteolitycznych, obecnod¢ systemoéw
regulatorowych, ktére w obecnosci AMPs powoduja zmiane w ekspresji biatek
btonowych specyficznie wigzacych sie z czasteczkami peptydéw, wrodzona
opornos$¢ kolonii typu SCV (ang. small colony variants) oraz tworzenie sie biofilmu
[315], [316]. Warto zaznaczy¢, iz bakterie eksponowane na dzialanie AMPs,
w szczegblnosci w formie biofilmu duzo latwiej moga naby¢ opornosé
na te zwigzki oraz w konsekwencji doprowadzi¢ réwniez do wystapienia
opornoéci krzyzowej np. na peptydy endogenne [317]. Z tego wzgledu
racjonalnym wydaje sie by¢ realizacja badann indukcji opornosci
w przeplywowym modelu badawczym, ktéory duzo lepiej odzwierciedla

warunki spotykane in vivo. Odnoszac sie do rezultatéw prac badawczych warto
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nadmienié¢, iz spadek wrazliwoéci na daptomycyne jest niespotykanym
zjawiskiem. Gtéwnie ze wzgledu na fakt, iz coraz czeéciej zwracana jest uwaga
na fakt wystepowania opornosci krzyzowej na daptomycyne i endogenne

peptydy przeciwdrobnoustrojowe u gronkowcéw ztocistych [318]-[320].

4.9. Wplyw na formowanie biofilmu w przeptywie

Niewatpliwie kluczowym aspektem walki z zakazeniami wywotywanymi
przez wielooporne szczepy drobnoustrojow, w tym S. aureus jest przede
wszystkim profilaktyka. W nawigzaniu do wytycznych Europejskiego
Towarzystwa Mikrobiologii Klinicznej i Choréb Zakaznych (ang. European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, ESCMID) najwazniejszym
aspektem pozwalajacym na efektywna walke z zakazeniami szpitalnymi
sa dzialania prewencyjne oraz edukacja [321]. Wéréd dzialani prewencyjnych
wymieni¢ nalezy odpowiednia polityke antybiotykowa, zapewnienie
adekwatnej infrastruktury, procedury zapobiegajace rozprzestrzenianiu sie
patogendw. Jednakze, obok dziatart obejmujacych obecnie funkcjonujaca stuzbe
zdrowia, kluczowe sa réwniez osiggniecia zespoléw naukowych majacych
na celu opracowywanie nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych oraz
metod ich stosowania [322]-[324]. Dlatego tez polaczenie dwoch aspektow, tj.
nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych oraz prewencji moze
doprowadzi¢ do minimalizowania szerzenia sie¢ zakazefi powodowanych przez
wielooporne drobnoustroje oraz zapobiega¢ rozwojowi opornosci. Inkorporacja
zwiazkéw przeciwbakteryjnych do biomaterialéw pozwala na zapobieganie
kolonizacji oraz tworzeniu si¢ biofilmu. W ramach badaii w modelu
przeptywowym zbadano wplyw inkorporacji Omigananu i retro-Omigananu
do wnetrza kanatu z PDMS, by méc oceni¢ jak te zwiazki moga wpltywac
na formowanie si¢ biofilmu w tym modelu badawczym. Ilos¢ zwigzanych
peptydéw oceniono przy zastosowaniu analiz RP-HPLC roztworu uzytego
do funkcjonalizacji, przed i po eksperymencie. Iloé¢ zwigzanych peptydéw
do wnetrza kanatu (powierzchnia wewnetrzna ok. 100 mm?) przedstawiona

zostata w Tabeli 21.
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Tabela 21. Wyniki oznaczeri zwiazania peptydéw do powierzchni wewnatrz kanatu

z PDMS.

Peptyd Ilos¢ zwiazanego zwiazku [ug]

Omiganan 12,48 £ 0,22

Retro-Omiganan 12,35+ 0,10

Przyktadowo w pracy Klermunda i wsp. w badaniach nad inkorporacja
3 ,kotwic peptydowych” niewykazujacych jakichkolwiek aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowych ilos¢ zwigzanych peptydéw do powierzchni PDMS
wynosita odpowiednio 6, 10 oraz 26% [325]. Z kolei w pracy Lima i wsp.
zwigzanie peptydu CWR11 (CWFWKWWRRRRR-NH?) poprzez powlekanie
PDMS polidopaming (tak jak w niniejszej pracy) ocenione zostalo poprzez
weryfikacje morfologii powierzchni przy zastosowaniu mikroskopii sit
atomowych oraz detekcje wigzarhn amidowych w badaniach spektroskopowych
(ATR-FTIR) [325]. Pomimo, ze oznaczenia te mialy charakter jakosciowy,
to w badaniach tych kluczowym aspektem byla ocena iloéci kolonii bakteryjnych
po 3 godzinach inkubacji w zawiesinach bakteryjnych E. coli, P. aeruginosa oraz
S. aureus. W rezultacie, dla sfunkcjonalizowanych fragmentéw PDMS peptydem
CWR11 nie zaobserwowano wzrostu kolonii bakteryjnych w poréwnaniu
do kontroli. Wada wskazanego podejscia jest fakt, ze idea pracy byto dalsze
zastosowanie badanych peptydéw do powlekania cewnikéw donaczyniowych,
a badania mikrobiologiczne zrealizowano w warunkach stacjonarnych.
W badaniach zrealizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej zawiesiny
bakterii S. aureus byly przepuszczane przez kanal w sposob ciagly. Stad tez
warunki badawcze duzo lepiej odwzorowywaly tworzenie sie biofilmu. Stopiers
redukcji iloSci kolonii bakteryjnych dla badanych szczepéw S. aureus oscylowat
miedzy 81 a 98% (Ryciny 32 oraz 33). Wyniki analiz mikrobiologicznych
wskazuja zatem na wysoka skutecznoé¢ kanalow PDMS sfunkcjonalizowanych
przez Omiganan i retro-Omiganan w zapobieganiu adhezji bakteryjnej. Dla

szczepu S. aureus ATCC 25923 najskuteczniejszy okazat sie retro-Omiganan, dla
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ktoérego stopienn redukcji drobnoustrojow wynosit 91%. Dla szczepu S. aureus
ATCC 33591 (MRSA) najskuteczniejszy okazal sie¢ Omiganan, z redukcja

drobnoustrojow rowna 98%.

S. aureus ATCC 25923
50

45
40
35
30
25
20 9
81% 91%

15
10 i

. i

Omiganan retro-Omiganan Kontrola

CFU
x 10000

[€,]

Rycina 32. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa powlekanych kanaléw PDMS. Wykres
przedstawia iloé¢ kolonii bakterii S. aureus ATCC 25923 oznaczonych po inkorporacji.

Nad stupkami przedstawiony zostat stopieri redukcji (%) wzgledem kontroli.
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Rycina 33. Aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa powlekanych kanaléw PDMS. Wykres
przedstawia ilos¢ kolonii bakterii S. aureus ATCC 33591 oznaczonych po inkorporacji.

Nad stupkami przedstawiony zostat stopieri redukcji (%) wzgledem kontroli.
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Uzyskane wyniki badan wskazuja na wysoka skutecznosé obu zwigzkéw
w zapobieganiu adhezji bakteryjnej. Jednoczesnie nie da sie wytypowac zwigzku
0 najwyzszym potencjale. Majac na uwadze fakt, ze (efektywna) ilos¢ peptydu
zwigzana do powierzchni kanatu jest wielokrotnie nizsza niz ich stezenia
toksyczne, decydujaca moze by¢ aktywnos¢ nie tylko wobec S. aureus, lecz
rowniez innych drobnoustrojow. W przypadku retro-Omigananu podwyzszona
aktywnos¢ zaobserwowana zostala wobec szeregu drobnoustrojéw, w tym
E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, a takze Candida albicans. Dodatkowo, dla obu
zwiazkoéw nie zaobserwowano tendencji do rozwoju opornosci wéréd badanych
szczepow stad tez wysoki potencjat aplikacyjny. Warto zaznaczy¢, iz 1%
formulacja zelu chlorku Omigananu w 2009 roku zakonczyta III faze badan
klinicznych majacych na celu zapobieganie zakazeniom odcewnikowym [290].
Obecnie rekrutowani sa pacjenci do II fazy badan klinicznych do miejscowego
zastosowania 1,75% zelu Omigananu w terapii tojotokowego zapalenia skory,
ktérych czynnikiem etiologicznym sg drozdzopodobne grzyby z rodzaju
Malassezia furfur (Pityrosporum ovale). Podwyzszona aktywnos¢ retro-Omigananu
wobec szerokiego wachlarza drobnoustrojow sugeruje, iz moze mie¢ on jeszcze
wyzszy potencjat aplikacyjny od Omigananu. Jednakze dalsze, poszerzone prace
powinny by¢ dalej realizowane. Opracowany w ramach niniejszej pracy
doktorskiej model przeptywowego badania aktywnosci wobec biofilmu wydaje

sie by¢ prostym i adekwatnym narzedziem do realizacji dalszych badan.
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V. WNIOSKI

W ramach niniejszej pracy doktorskiej przebadano szeroki panel szczepéw

klinicznych S. aureus oraz oceniono ich wrazliwos¢ wobec antybiotykéw

konwencjonalnych i peptydéw przeciwdrobnoustrojowych (AMPs). Dokladne

poznanie aktywnosci oraz potencjalu aplikacyjnego AMPs mozliwe bylo dzieki

realizacji szeregu badan mikrobiologicznych oraz analiz peptydéw. Kluczowym

aspektem badan byly prace eksperymentalne w przeplywowym modelu badawczym.

Na podstawie wszystkich zrealizowanych prac oraz obserwacji wyciggnaé mozna

nastepujace wnioski:

1.

Wrazliwos¢ szczepéw S. aureus mna AMPs jest niezalezna
od mechanizméw opornoséci na antybiotyki konwencjonalne. Tym
samym w badaniach nad nowymi zwigzkami
przeciwdrobnoustrojowymi istotne jest ujecie szczepéw referencyjnych.
Wymiana przeciwjonéw w peptydach ogrywa znaczaca role dla ich
aktywnosci przeciwgronkowcowej, jednakze dobdér przeciwjonu
w znacznej mierze zalezy od badanego peptydu. Dlatego tez decyzja o
wymianie powinna by¢ podparta dokladnymi  analizami
mikrobiologicznymi.

Ze wszystkich badanych AMPs najlepszymi wlasciwoséciami cechowat
sie¢ Omiganan oraz retro-Omiganan. Oba peptydy charakteryzowaly sie
wysoka aktywnoscia wobec form planktonowych oraz biofilmu.
Ponadto ze wszystkich badanych AMPs wykazywaly najnizsza
toksycznosé. Dodatkowo zweryfikowano, iz nie indukuja one
wystgpienia opornosci po 10 pasazach.

Najwyzsza aktywnos$¢ wobec form planktonowych wykazywal octan
Omigananu. Trifluorooctan retro-Omigananu najlepiej hamowat rozw¢j
biofilmu. Natomiast octan retro-Omigananu w najnizszych stezeniach
powodowat eradykacje biofilmu.

Retro-Omiganan jest 3-krotnie bardziej toksyczny od Omigananu

w stosunku do linii komérkowej HaCaT.
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Biofilm wytworzony w przeplywie jest duzo bardziej oporny
na eradykacje przez Omiganan i retro-Omiganan (MBEC; > 256 pg/ml)
niz ten wytworzony w warunkach stacjonarnych.

Opracowano unikalny model badawczy pozwalajacy efektywnie badac
wplyw  réznych zwigzkéw wobec biofilmu w  warunkach
przeptywowych. Pozwolil on na badania eradykacji oraz wplywu
dlugotrwatej ekspozycji na substancje przeciwdrobnoustrojowe.
Omiganan jak i retro-Omiganan nie wywolywaly opornosci przy
dtugotrwatej ekspozycji biofilmu w przeptywie.

Przeptywowy model badawczy dodatkowo umozliwil realizacje badan
inkorporacji peptydéw do powierzchni kanatéw z PDMS. Opracowana
w ten sposob metoda moze z powodzeniem by¢ stosowana przy
opracowywaniu substancji do powlekania cewnikéw.

Omiganan jak i retro-Omiganan inkorporowane do wnetrza kanalu
skutecznie hamowaly rozw¢j biofilmu w przeplywie. Dodatkowo
ze wzgledu na niska toksycznoé¢ wykazuja one wysoki potencjal
aplikacyjny przy opracowywaniu biomaterialéw o wiasciwosciach

przeciwdrobnoustrojowych.
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VI. STRESZCZENIE

Gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) jest gatunkiem bakterii
chorobotwoérczych odpowiedzialnym za szereg infekcji u ludzi i zwierzat.
Czestos¢ zakazen S. aureus zwiazany jest przede wszystkim z faktem, ze ok. 30%
spoteczeristwa jest bezobjawowymi nosicielami tych bakterii, ktore
w sprzyjajacych warunkach moga powodowac infekcje oportunistyczne.
Heterogenny charakter tych zakazenn dodatkowo determinowany jest przez
wystepowanie wielu szczepéw, zréznicowanych pod wzgledem posiadanych
czynnikéw  zjadliwosci oraz mechanizméw opornoéci na antybiotyki.
Niewatpliwie do najwazniejszych z klinicznego punktu widzenia naleza szczepy
metycylinooporne (MRSA). Wedtug raportéw Swiatowej Organizacji Zdrowia
bakterie te naleza do szczeg6lnej grupy patogenéw, wobec ktérych wymagane
jest opracowanie nowych terapii przeciwdrobnoustrojowych.

Do najwazniejszych infekcji powodowanych przez S. aureus naleza
zakazenia skory i tkanek miekkich, zakazenia kosci (osteomyelitis), krwi oraz
infekcyjne zapalenie wsierdzia (endocarditis). Ponadto gronkowce zlociste
wielokrotnie sa przyczyna zakazen szpitalnych bedace powiktaniem
po zabiegach lub stosowaniem biomateriatéw. W ostatnim przypadku
szczeg6lna role odgrywa zdolnos¢ gronkowcéw do tworzenia biofilmu.

Biofilm jest to struktura, ktéra moze by¢ zdefiniowana jako dobrze
zorganizowana spoleczno$¢ drobnoustrojow, zwigzana z powierzchnia
i otoczona macierza pozakomoérkowa (ang. extracellular matrix, ECM). Bakterie
zwiazane z biofilmem, wykazuja odmienny fenotyp, ktéry zabezpiecza je przed
dzialaniem czynnikow zewnetrznych takimi jak aktywnos¢ wuktadu
odpornosciowego czy substancje przeciwdrobnoustrojowe Niewatpliwie z tego
wzgledu najwazniejszg i zarazem najbardziej kluczowa z klinicznego punktu
widzenia cechg biofilmu jest jego opornos¢ na antybiotyki. Postuluje sie,
iz stezenia efektywne wobec tej struktury moga by¢ nawet 1000-krotnie wyzsze
w poréwnaniu do form planktonowych. Ponadto najnowsze dane
epidemiologiczne wskazuja, ze ok. 80% przetrwalych i nawracajacych infekcji

zwigzanych jest z obecnosécig biofilmu.
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Peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. antimicrobial peptides, AMPs)
naleza do substancji szeroko rozpowszechnionych w naturze i stanowia
kluczowa skladowa odpornosci nieswoistej u organizméw prokariotycznych
i eukariotycznych. Cecha charakterystyczna tych zwigzkéw jest szerokie
spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, ktéra swym zasiegiem
obejmuje zaréwno bakterie, grzyby, pierwotniaki oraz wirusy. Ponadto,
w odréznieniu od klasycznych antybiotykow charakteryzuja si¢ wysoka
aktywnoscia wobec biofilmu. Na ogoét zwiazki te posiadaja do 50 reszt
aminokwasowych i wykazuja charakter amfifilowy. Ze wzgledu na duza
zawarto$¢ reszt zasadowych takich jak arginina czy lizyna, AMPs wykazuja
wypadkowy fadunek dodatni co umozliwia m.in. wiazanie si¢ z ujemnie
naladowanymi blonami mikroorganizméw, doprowadzaé¢ do ich dezintegracji,
a w efekcie prowadzi¢ do lizy komoérek. Mechanizm dzialania
przeciwdrobnoustrojowego AMPs jest dwukierunkowy i opiera sie
na bezposrednim =zabijaniu drobnoustrojow oraz stymulacji ukladu
odpornoéciowego. W wypadku tego pierwszego, niszczenie i dezintegracja bton
komérkowych opiera sie¢ na poczatkowych oddzialtywaniach AMPs z ich
powierzchnig. Dlatego tez, postuluje sie, ze rozwdj opornosci na peptydy
przeciwdrobnoustrojowe moze by¢ utrudniony. Dzieki swoje budowie
i wlasciwoéciom, mozliwosci syntezy chemicznej oraz tatwosci modyfikacji,
AMPs stanowia doskonala matryce do opracowywania nowych substancji
przeciwdrobnoustrojowych.

Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie aktywnosci wybranych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych ~ (AMPs) wobec  biofilmu gronkowcowego
w warunkach przeptywowych. Przewaga tego podejscia jest to, iz pozwalaja na
formowanie oraz badanie biofilmu w warunkach kontrolowanych. Mozliwe jest
regulowanie m.in. temperatury, dostepu do substancji odzywczych (pozywki)
oraz szybkosci przeptywu. Ponadto udowodniono, ze cyrkulacja cieczy indukuje
powstanie sil Scinajacych na granicy ciecz-biofilm, co wplywa na wielkos¢
biofilmu, jego ksztalt oraz ilos¢ ECM. W rezultacie, to w jakich warunkach
zostanie on uformowany moze przekladac sie na jego opornos¢ na substancje

przeciwdrobnoustrojowe. Modulowanie charakterystyki biofilmu poprzez
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zastosowanie przeplywu cieczy w znacznym stopniu pozwala na odtworzenie
warunkéw spotykanych in wvivo. Realizacja celu pracy poprzedzona zostalta
doktadnymi analizami mikrobiologicznymi wobec szeregu syntetycznych
zwiazkéw, a do badann wykorzystano referencyjne jak i kliniczne szczepy
S. aureus.

W pierwszym etapie scharakteryzowano szeroki wachlarz szczepéw
klinicznych pod katem wrazliwoéci na antybiotyki konwencjonalne oraz
wybrane AMPs takie jak CAMEL, Citropina 1.1, LL-37, Pexiganan oraz
Temporyna A. Udowodniono, ze wrazliwos¢ szczepoéw S. aureus na AMPs jest
niezalezna od mechanizméw opornosci na antybiotyki, dzieki czemu zasadne
bylo wytypowanie reprezentatywnej grupy szczepéw, wobec ktérych
realizowane byly dalsze prace. W kolejnym etapie zweryfikowano wptyw
wymiany przeciwjonéw w peptydach oraz oceniono aktywnos¢ analogéw
o odwroéconej sekwencji. Na podstawie badat mikrobiologicznych oznaczeri
cytotoksycznoséci wobec ludzkich erytrocytow (stopieri hemolizy) oraz linii
komoérkowej keratynocytéow ludzkich (HaCaT) udalo sie wytypowaé AMPs
o najwyzszym potencjale. Zwigzkami wykazujacymi najlepsze wlasciwosci
okazat sie Omiganan, analog Indolicydyny - peptydu pozyskanego z ziarnistosci
neutrofilow bydlecych oraz jego analog o odwroéconej sekwencji (retro-
Omiganan).

W ramach pracy doktorskiej dodatkowo opracowano unikalne ukfady
przeptywowe z poli(dimetylosiloksanu) (PDMS), ktére umozliwily ocene
eradykacji biofilmu utworzonego w przeplywie, realizacje badan wplywu
dlugotrwatej ekspozycji peptydéw na profil wrazliwosci S. aureus oraz
weryfikacje czy inkorporacja Omigananu i retro-Omigananu do wnetrza kanatu
zahamuje rozw¢j biofilmu S. aureus w przeplywie. Wyniki badan
mikrobiologicznych ostatecznie potwierdzity wysoki potencjal obu zwiazkéw
oraz opracowana zostala metodyka badawcza pozwalajaca na realizacje badan

w przeplywie dla innych zwigzkéw.
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Staphylococcus aureus is considered one of the leading pathogens responsible for
a number of infections in humans and animals. The incidence of S. aureus is
mainly related to the fact that about 30% of the population is asymptomatic
carriers of these bacteria, which in favorable conditions can cause opportunistic
infections. The heterogeneous nature of these infections is further determined by
the occurrence of multiple strains, differentiated by several virulence factors and
mechanisms of antibiotic resistance. Undoubtedly, the most important of the
clinical point of view are the methicillin-resistant strains (MRSA). According to
reports of the World Health Organization, the MRSA belong to a particular group

of pathogens, which require the development of new antimicrobial therapies.

Skin and soft-tissue infections (SSTIs) are the most frequent ones associated with
the presence of S. aureus. However, these bacteria can lead to osteomyelitis,
bacteremia, bloodstream infections, endocarditis, or even sepsis. Moreover, S.
aureus is responsible for several nosocomial infections which often occur as a
complication of surgery or use of biomaterials. Furthermore, in the latter case,

the ability to form biofilm plays a pivotal role.

Biofilm is a structure that can be defined as a well-organized microbial
community, associated with the surface and surrounded by an extracellular
matrix (ECM). Biofilm-associated bacteria exhibit a different phenotype that
protects them from external factors such as activity of immune system or
antimicrobial substances. Nevertheless, the most important and at the same time
the most critical characteristic of the biofilm is enhanced resistance to antibiotics.
It is indicated that the concentrations effective against this structure can be up to
1000-times higher compared to planktonic forms. In addition, the latest
epidemiological data highlight that approximately 80% of persistent and

recurrent infections are associated with the presence of the biofilm.
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Antimicrobial peptides antimicrobial peptides, AMPs) are compounds widely
distributed in nature being a key component of non-specific immunity in
prokaryotic and eukaryotic organisms. They are characterized by wide spectrum
of antimicrobial activity, which covers both bacteria, fungi, protozoa and viruses.
Moreover, they are characterized by high activity against biofilm. Naturally
occurring AMPs can vary in size and most of them do not have more than 50
amino acids in sequence. The majority are cationic molecules containing about
50% of hydrophobic amino acids. Such properties allow them to electrostatically
interact with a negatively charged bacterial surface, which leads to disruption of
a cell membrane, and thus cell lysis. The anti-microbial mechanism of AMPs is
bidirectional and is based on the direct killing of microorganisms and stimulation
of the immune system. Therefore, it is postulated that the development of
resistance to the AMPs may be hindered. As a matter of fact, the amino acid-
based structure as well as approaches of chemical synthesis indicate that AMPs

are an excellent matrix for new antimicrobials development.

The aim of the doctoral thesis was to investigate the activity of selected (AMPs)
against S. aureus under flow conditions. The advantage of this approach is that it
allows the formation and examination of the biofilm under controlled conditions.
It is possible to regulate the temperature, access to nutrients (culture medium)
and flow velocity. In addition, it is proved that the circulation of liquids induces
the formation of shear forces at the boundary of the liquid-biofilm, which
influences the size of the structure, its shape and the quantity of the ECM as well.
This should be noted that above mentioned factors are critical for antimicrobial
resistance. Moreover, the modulation of the biofilm characteristics by flow
conditions allows to reproduce the conditions encountered in vivo. The objective
of the work was preceded by thorough microbiological analyses of a number of

synthetic compounds, and the reference as well as clinical strains of S. aureus.
In the first phase, a wide range of clinical strains was characterized in terms of

susceptibility to conventional antibiotics and selected AMPs such as CAMEL,
Citropin 1.1, LL-37, Pexiganan and Temporin A. This should be noted that the
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susceptibility profile of tested strains has indicated that the bactericidal activity
of AMPs is independent of mechanism of resistance. As a result, it was easier to
predict a representative group of strains for which further experiments has been
carried out. In the next stage, the effect of counter-ion exchange in peptides was
verified and the activity of analogs with reversed-sequence was evaluated (retro

analog concept).

Based on previous microbiological studies and the cytotoxicity determinations
against human erythrocytes and cell line of keratinocytes (HaCaT), it was
possible to choose the compounds AMPs with the highest potential. Among all
peptides, the Omiganan, an analogue of Indolicin, a peptide derived from bovine
neutrophil granules and its retro analog (retro-Omiganan) were indicated as the

most potent ones.

During the experiments carried out for the doctoral thesis the unique flow
systems made of polydimethylsiloxane (PDMS) were developed. These systems
enabled the evaluation of biofilm eradication under flow conditions and the
implementation of the effect of long-term exposure of peptides as well as its
impact on susceptibility profile of S. aureus. Moreover, it allowed verification
whether the incorporation of Omiganan and retro-Omiganan into the channels

will inhibit the development of S. aureus biofilm under flow conditions.

The results of the microbiological tests ultimately confirmed the high potential
of the Omiganan and retro-Omiganan against S. aureus and its biofilm. Moreover,
the developed research methodology allows the implementation of the studies

under flow conditions for other compounds.
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IX.

| APPENDIX

APPENDIX

Wyniki analiz HPLC i MS.

Chromatogramy zostaly zarejestrowane przy uzyciu chromatografu:

Waters Alliance 2695 z detektorami Waters 2998 PDA oraz Acquity QDa.
Kolumna: Waters XBridge™ Shield RP-18 (3,5 pm, 4,6 x 150 mm, 130 A)
Objetos¢ dozowanej probki 10 pl.

Faza ruchoma: A - woda + 0,1% kwas mrowkowy; B - acetonitryl + 0,1 kwas
mréwkowy.

Metoda: Elucja gradientowa: 10-90% ACN, czas analizy: 10 minut, przeptyw
fazy ruchomej: 0,5 ml/min.

Rejestracja przy dlugosci fali 214 nm oraz widma MS w jonizacji pozytywnej.
Wyniki oznaczefn MIC na szczepach klinicznych S. aureus

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przeprowadzone przy uzyciu
metody mikrorozciericzen w  bulionie na 96-dotkowych ptytkach

polistyrenowych zgodnie z zaleceniami CLSI.

Inkubacja w gradiencie stezen zwiazkéw (0,5-256 ng/ml) przez 18 godzin
w 37°C. W przypadku oznaczania wrazliwoéci wobec daptomycyny podtoze
plynne suplementowane byto CaCl, tak aby ostateczne stezenie jonéw Ca?*

wynosito 50 pg/ml.
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2. retro-Omiganan TFA
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3. Omiganan HCl
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5. Omiganan AcOH
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6. Retro-Omiganan AcOH
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Tabela 1. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus.

MIC [ug/ml]
Szczep Ampicylina | Cyprofloksacyna | Daptomycyna | Erytromycyna | Kwas fusydowy | Linezolid Linkomycyna
001N (MRSA) 8 16 4 512 4 0,5 >512
001S (MRSA) 32 >512 2 256 8 0,5 >512
002N 0,5 0,25 2 256 0,0625 1 1
0025 0,5 0,25 2 256 0,0625 1 1
003N 16 0,25 4 8 0,0625 1 512
003S 16 0,125 2 0,0625 0,0625 1 1
004N (MRSA) 0,5 0,25 2 256 0,0625 1 1
004S 0,5 0,125 4 512 0,0625 1 1
0055 0,25 1 0,25 0,5 0,0625 0,5 1
005N 8 0,125 4 0,125 0,0625 0,5 1
006N 0,25 0,25 2 0,5 0,5 1 0,5
0065 0,25 0,125 2 0,5 8 1 0,5
007S 0,5 0,5 1 0,5 0,125 1 1
007N 0,5 0,5 2 0,5 0,125 1 1
008N 4 0,25 1 0,25 0,125 1 1
009S 0,125 2 0,5 0,125 2 0,25 0,25
010N 4 0,25 2 0,25 0,125 1 0,5
010S 8 0,25 2 0,5 0,125 1 0,5
011N 0,5 0,25 2 0,5 0,125 1 16
011S 1 0,25 2 0,5 0,125 1 16
012N 4 0,25 4 32 0,0625 2 1
012S 4 1 4 8 8 2 16
013S 0,5 1 0,25 16 0,125 0,5 0,5
014N 0,5 0,125 2 0,125 0,125 1 16
014S 1 0,125 2 0,25 0,125 2 2
015N (MRSA) 16 0,25 2 32 0,125 2 1 -
016S 4 0,125 1 32 0,125 2 4 g
016N 0,5 0,125 2 0,5 0,125 2 0,5 =
017N (MRSA) 4 0,125 1 32 0,125 0,25 128 5
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Tabela 2. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]
Szczep Mupirocyna Tetracyklina Wankomycyna CAMEL Citropina 1.1 LL-37 Temporyna A
001N (MRSA) 0,125 4 0,5 2 16 128 8
001S (MRSA) 0,125 8 0,5 4 16 128 8
002N 0,25 0,5 0,5 4 16 128 8
0025 0,125 0,5 0,5 4 16 128 8
003N 256 0,125 0,5 4 16 256 8
003S 0,25 0,125 0,5 4 16 256 16
004N (MRSA) 0,125 0,5 0,5 4 16 >512 8
004S 0,125 0,5 0,5 4 16 >512 8
0055 >512 0,5 0,125 1 2 4 8
005N 0,125 0,5 0,125 4 16 >512 16
006N 0,25 0,25 0,5 4 16 256 16
006S 16 0,5 0,5 4 16 256 16
0075 0,25 0,5 0,5 4 8 256 8
007N 0,25 0,5 0,5 4 8 >512 8
008N 0,0625 0,125 0,25 2 8 256 2
009S >512 1 0,25 1 16 2 4
010N 0,125 0,5 0,5 2 16 256 16
010S 0,125 1 0,5 2 16 256 16
011N 0,125 0,5 0,5 4 16 256 8
0115 0,125 1 1 4 16 256 8
012N 128 32 2 4 32 >512 32
0125 >512 32 1 4 32 >512 32
013S 8 0,125 0,25 1 2 4 16
014N 0,125 0,0625 1 4 16 >512 32
014S 0,25 0,125 0,5 4 16 >512 16
015N (MRSA) 0,25 0,5 1 4 16 >512 32
016S 0,25 0,5 1 4 32 128 16
016N 0,5 0,25 0,5 2 8 512 16
017N (MRSA) 0,0625 0,0625 2 2 16 128 32
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Tabela 3. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]
Szczep Ampicylina | Cyprofloksacyna | Daptomycyna | Erytromycyna | Kwas fusydowy | Linezolid Linkomycyna
0175 (MRSA) 8 0,25 2 32 0,0625 1 128
018N 2 0,5 1 32 0,0625 1 1
018S 4 0,5 1 32 0,0625 1 1
019N 0,125 1 1 0,5 0,0625 0,5 0,5
0195 0,125 1 1 0,5 0,0625 0,5 0,5
020N 0,5 1 2 0,5 0,25 2 1
020S 0,25 0,5 2 0,125 0,0625 2 0,5
021S 1 0,25 2 >512 4 1 >512
022N 2 4 4 0,5 4 0,25 0,5
0235 8 0,5 2 0,25 4 1 32
023N 16 0,5 4 0,5 8 2 32
024N 1 2 0,5 32 0,0625 0,5 0,5
024S 0,5 0,25 2 0,5 0,0625 2 0,5
0255 0,125 1 0,125 0,5 0,25 1 0,5
025N 16 0,125 1 0,5 0,125 2 0,5
026N 4 0,5 1 32 0,0625 2 1
027N 16 1 1 0,5 0,0625 2 0,5
0275 16 0,5 1 0,25 0,0625 1 0,5
0285 0,5 1 0,0625 0,125 0,125 0,5 0,5
0295 0,125 1 0,25 0,5 0,0625 0,5 0,5
029N 8 0,125 1 32 0,0625 1 0,25
030N 0,5 2 0,125 0,25 0,25 0,5 0,5
030S 32 0,125 2 0,5 0,25 2 0,5
031S 0,5 2 0,125 0,125 0,25 2 0,5
031N 16 0,25 4 0,25 16 4 16
0325 0,5 2 0,25 0,5 0,0312 1 1
032N 16 0,25 2 0,5 0,25 2 0,5
033S 1 2 0,5 16 0,25 1 1
033N 0,5 0,5 0,25 16 0,0625 1 0,5
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Tabela 4. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]

Szczep Mupirocyna Tetracyklina Wankomycyna CAMEL Citropina 1.1 LL-37 Temporyna A
017S (MRSA) 0,125 0,126 2 2 16 128 32
018N 0,5 0,25 1 4 16 128 16
018S 0,125 0,125 1 4 32 128 16
019N 0,0625 0,125 1 4 16 128 16
019S 0,125 0,125 1 4 32 128 16
020N 0,25 0,25 2 4 16 128 8
020S 0,25 0,25 1 4 16 128 16
021S 0,25 32 2 4 16 >512 16
022N 0,25 0,125 2 4 16 >512 8
023S 0,25 32 1 4 16 128 8
023N 0,25 32 1 4 16 >512 16
024N 256 0,25 0,25 1 2 2 16
024S 0,25 0,25 2 4 16 128 16
0255 >512 0,25 1 2 2 4 16
025N 0,25 0,25 1 4 16 >512 16
026N 0,5 0,5 0,5 4 16 >512 16
027N 0,125 0,5 1 4 16 128 16
0275 0,125 0,5 1 4 16 128 16
028S 256 0,5 0,25 2 2 4 8
0295 512 0,25 0,25 2 2 4 8
029N 0,125 32 1 2 8 512 16
030N 0,25 0,5 2 2 1 2 8
030S 0,25 0,5 2 4 16 64 16
031S 32 0,25 0,25 2 2 2 8
031N 8 0,5 1 4 16 64 16
032S >512 0,25 0,125 2 2 4 8
032N 0,25 0,25 2 4 8 128 16
033s 512 0,125 0,25 2 2 2 8
033N 512 0,25 0,25 2 2 4 8
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Tabela 5. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]
Szczep Ampicylina | Cyprofloksacyna | Daptomycyna | Erytromycyna | Kwas fusydowy | Linezolid Linkomycyna
034S 0,5 1 0,125 0,25 0,25 2 0,5
034N 4 1 4 2 8 4 64
035N 0,25 0,25 1 0,5 0,25 2 1
0355 0,25 0,25 1 0,25 0,25 2 2
0365 16 0,25 2 >512 0,25 4 16
036N 16 0,25 2 >512 0,25 4 1
037N 4 0,25 1 0,25 0,125 2 0,5
0375 16 0,5 2 0,25 0,125 4 0,5
038N 32 0,25 2 0,25 0,25 4 0,5
0385 8 0,25 2 0,25 0,125 4 0,5
039N 0,25 0,25 0,5 16 0,125 2 1
039S 32 0,25 2 0,25 0,125 4 0,5
040N 16 0,25 2 0,25 0,125 4 32
040S 16 1 2 0,25 0,125 4 16
041S 0,5 0,5 0,25 16 0,125 0,5 0,5
042N 0,5 0,125 2 0,25 2 1 0,5
0435C (MRSA) 32 0,25 1 >512 0,125 2 >512
044N 32 0,125 2 32 0,125 1 >512
045N 8 0,125 1 64 0,125 1 1
0455 16 0,125 2 >512 0,125 2 1
046N 4 0,0625 1 32 0,125 1 1
0465 0,25 0,25 2 32 0,125 1 0,5
048N 8 0,5 1 16 0,125 1 0,5
0485 8 0,25 1 0,125 0,25 1 0,5
049S 0,25 0,25 2 0,125 0,125 2 1
051N (MRSA) 0,25 0,25 2 0,125 0,125 2 1
051S 4 0,25 1 >512 0,125 1 0,5
052S (MRSA) 16 2 2 >512 0,0625 1 0,5
052N 0,5 0,125 1 0,0625 0,0625 1 0,5
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Tabela 6. Wartosci MIC dla antybiotykow konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]

Szczep Mupirocyna Tetracyklina Wankomycyna CAMEL Citropina 1.1 LL-37 Temporyna A
034S 64 0,5 0,25 1 1 2 2
034N 64 0,5 2 128 128 128 32
035N 0,25 0,25 1 8 8 64 16
0355 0,25 0,25 0,5 8 8 64 8
036S >512 1 1 4 16 64 4
036N >512 0,125 1 4 8 128 4
037N 64 0,25 0,5 4 16 64 4
0375 >512 0,125 1 4 16 64 8
038N >512 0,25 1 4 16 64 8
038S 512 0,125 0,5 4 16 64 4
039N 512 0,25 0,25 8 2 4 4
039S 512 0,25 1 4 16 64 8
040N 0,25 32 0,5 4 16 64 8
040S 0,25 32 0,5 4 16 64 8
041S 512 0,5 0,25 1 2 2 4
042N >512 0,25 0,5 4 16 64 8
0435C (MRSA) 0,5 32 0,5 4 16 128 8
044N 512 32 1 4 16 64 8
045N >512 32 0,5 4 8 64 8
0455 >512 32 0,5 4 16 64 4
046N 0,125 16 0,5 4 8 32 8
046S 0,125 0,5 0,5 2 16 64 4
048N 0,25 0,5 0,5 4 16 64 8
048S 0,125 0,25 0,5 4 16 64 8
049S 0,25 0,25 1 4 8 64 8
051N (MRSA) 0,25 0,25 0,5 4 8 64 4
0515 >512 1 1 2 8 64 8
0525 (MRSA) 0,25 2 1 4 16 128 16
052N 0,0625 0,25 2 4 8 64 8
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Tabela 7. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]
Szczep Ampicylina | Cyprofloksacyna | Daptomycyna | Erytromycyna | Kwas fusydowy | Linezolid Linkomycyna
053N 16 0,25 1 0,125 0,125 1 0,5
0535 16 0,25 1 >512 0,0625 1 0,5
0555 2 2 2 0,25 0,25 1 1
055N 0,25 2 2 0,25 0,0625 2 1
056N 4 0,5 4 >512 8 2 64
0565 2 0,5 2 >512 8 2 32
057N 8 4 4 0,25 0,125 2 0,5
0575 4 0,25 4 0,25 1 2 0,5
058N 4 0,125 2 0,125 0,125 2 0,5
0585 8 0,125 4 0,25 0,125 2 0,5
0595 0,25 2 4 0,125 0,25 2 0,5
059N 8 0,25 2 0,25 0,125 2 0,5
060S 0,25 1 0,125 0,125 0,125 1 0,5
060N 4 0,0625 2 >512 0,125 2 0,5
061S 4 0,5 1 2 0,125 1 1
061N 4 0,5 2 0,25 0,125 2 0,5
062N (MRSA) 32 >512 4 >512 0,0625 1 64
062S (MRSA) 32 8 2 >512 0,25 1 64
063N 4 0,5 2 0,5 1 8 0,25
063S 2 0,5 2 16 4 1 1
064S 2 0,5 2 0,25 0,0625 1 1
0655 0,125 0,5 2 0,25 8 1 0,25
065N 32 >512 1 16 16 0,5 2
068N 2 1 2 16 32 1 4
068S 4 32 4 16 16 1 16
070N 0,25 0,5 2 16 0,125 1 0,5
070S 0,25 0,5 1 >512 0,0625 1 0,5
071N 2 0,5 1 16 4 4 8
071S 0,25 2 1 32 1 1 2

XIAN3ddV]| |

163



Tabela 8. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]
Szczep Mupirocyna Tetracyklina Wankomycyna CAMEL Citropina 1.1 LL-37 Temporyna A
053N 0,25 0,5 0,5 4 16 64 8
053S 0,25 0,5 0,5 4 16 64 8
0555 0,25 0,25 0,5 4 16 64 8
055N 0,5 0,25 0,5 4 16 128 4
056N >512 0,125 2 4 16 128 8
0565 >512 0,125 1 4 16 128 16
057N 1 0,125 1 4 16 128 8
0575 1 4 1 4 16 128 16
058N 0,5 8 1 4 16 128 8
0585 1 0,25 0,5 4 16 128 8
0595 1 0,5 2 2 8 64 8
059N 0,5 0,25 1 4 16 128 8
060S >512 0,125 0,5 2 2 4 8
060N 1 0,125 1 8 32 64 8
061S >512 0,125 1 4 8 64 8
061N >512 0,25 1 4 16 128 8
062N (MRSA) 0,25 32 1 2 16 64 8
0625 (MRSA) 0,25 32 1 2 16. 64 8
063N 0,25 0,5 0,5 4 8 64 4
063S 0,35 0,5 1 2 16 64 8
064S 0,25 1 1 2 8 64 8
0655 0,5 0,5 0,5 2 8 64 4
065N 0,25 8 1 2 8 128 8
068N 32 0,5 2 2 8 64 8
068S 32 32 1 4 8 128 8
070N 0,0625 32 0,5 2 8 32 4
070S >512 32 0,5 2 16 64 8
071N >512 0,0625 0,5 4 16 64 8
071S >512 0,5 0,5 2 4 64 8
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Tabela 9. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]
Szczep Ampicylina | Cyprofloksacyna | Daptomycyna | Erytromycyna | Kwas fusydowy | Linezolid Linkomycyna
072N 4 0,125 2 0,125 0,0625 1 0,25
0725 4 0,5 1 0,25 0,5 1 0,25
073N 2 0,25 1 4 0,125 0,5 0,25
0735 4 0,5 1 0,5 0,0625 2 0,25
074N 0,125 0,5 1 0,125 0,5 2 1.
074S 0,125 0,5 1 0,5 4 2 >512
0755 4 0,5 2 2 0,5 1 0,25
077N 0,125 0,5 1 0,25 0,0625 2 0,25
0775 0,5 0,5 1 0,25 2 2 0,5
079N 2 1 1 8 8 2 1
079S 2 1 2 0,25 0,5 2 0,25
080N 1 1 2 8 0,0625 1 0,25
080S 0,25 0,5 1 32 0,125 2 0,25
081N 1 1 2 2 0,125 2 0,25
081S 2 2 2 >512 32 1 128
083N 0,25 0,25 1 0,125 0,0625 2 0,25
083S 0,5 0,25 2 0,25 0,0625 2 0,25
086N 4 0,25 2 32 0,25 16 0,5
086S 4 32 4 64 4 1 0,5
087N 2 0,5 1 32 0,25 2 128
088N 0,5 0,5 2 8 0,25 4 16
089N 0,125 1 1 0,25 0,5 2 1
089S 1 0,25 1 0,25 2 2 2
090S 0,25 0,5 1 2 8 2 0,5
092N 2 0,5 1 0,25 0,5 2 0,5
093N 0,25 4 1 0,25 0,25 2 0,5
0935 0,25 2 1 32 8 16 0,5
094S 4 0,5 1 >512 8 2 1
094N 4 0,5 1 0,25 0,125 32 0,5
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Tabela 10. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus c.d.

MIC [ug/ml]
Szczep Mupirocyna Tetracyklina Wankomycyna CAMEL Citropina 1.1 LL-37 Temporyna A
072N 0,25 0,125 0,5 4 8 64 8
0725 0,25 0,125 0,5 4 16 64 8
073N 0,25 0,0625 0,5 4 16 64 8
073S 0,5 0,0625 0,5 4 16 64 8
074N 0,5 0,25 0,5 4 16 32 8
074S 1 2. 4 4 16 64 8
0755 1 0,0625 0,5 4 16 64 8
077N 0,5 0,25 0,5 2 8 32 4
0775 0,25 0,25 0,5 2 8 64 4
079N >512 0,25 1 4 16 64 4
0795 32 0,125 0,5 4 16 64 4
080N 4 0,125 0,5 4 16 64 4
080S >512 0,25 0,5 2 8 64 4
081N >512 0,125 1 2 8 128 4
081S >512 32 1 8 32 128 64
083N 0,25 0,125 1 2 8 32 4
083S 0,25 0,25 0,5 4 16. 64 8
086N 2 0,6 1 8 32 128 8
086S 2 1 0,5 8 64 128 8
087N 0,25 1 4 8 32 128 16
088N 32 4 2 4 32 128 8
089N 512 1 8 4 16 128 8
089S 512 4 2 4 16 128 8
090S 0,5 4 2 16 16 128 8
092N 32 1 4 4 16 128 8
093N 0,125 2 1 8 8 64 8
093s 0,25 4 2 8 16 64 8
094S 4 0,5 0,5 4 8 64 16
094N 0,5 1 1 8 16 128 32
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Tabela 11. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus oraz wyizolowanych

od zdrowych ochotnikéw (grupa kontrolna).

MIC [ug/ml]
Szczep Ampicylina | Cyprofloksacyna | Daptomycyna | Erytromycyna | Kwas fusydowy | Linezolid Linkomycyna
0955 2 0,5 1 32 0,125 2 2
096N 4 4 1 0,5 0,125 4 4
0965 4 2 2 0,5 0,125 2 128
0985 4 2 1 128 4 2 16
K10N 32 0,5 2 >512 16 2 256
K17N 16 0,25 2 1 0,125 4 1
K19N 0,5 0,25 2 0,5 0,5 2 0,5
K30S 2 0,5 2 >512 0,125 2 >512
K43N 0,25 0,25 2 0,25 1 1 0,5
K46N 16 0,25 1 0,125 1 2 0,25
K48N 32 0,25 2 0,125 1 4 0,25
K50N 16 0,125 1 512 1 2 0,25
K50S 0,5 1 1 16 1 1 0,5
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Tabela 12. Wartosci MIC dla antybiotykéw konwencjonalnych i AMPs wobec szczepéw klinicznych S. aureus oraz wyizolowanych

od zdrowych ochotnikéw (grupa kontrolna) c.d.

MIC [ug/ml]

Szczep Mupirocyna Tetracyklina Wankomycyna CAMEL Citropina 1.1 LL-37 Temporyna A
0955 16 64 0,5 16 16 128 16
096N 8 32 2 4 16 64 32
096S 2 4 1 8 32 128 8
098S 2 2 0,5 16 16 128 32
K10N 0,5 32 1 4 16 >512 8
K17N 32 0,5 1 4 16 >512 8
KI19N 0,5 0,5 1 4 16 128 8
K30S 0,25 0,25 1 4 16 64 8
K43N 0,125 0,5 1 8 4 >512 8
K46N 0,25 0,125 0,5 4 16 64 8
K48N 0,25 0,5 0,5 4 16 >512 8
K50N 0,25 16 1 1 8 128 8
K50S 0,5 0,125 0,25 2 16 2 8
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