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Dorobek naukowy 
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Advances 2021, 11:25104-25121, doi: 10.1039/d1ra04127d. 
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benzosiloxaboroles and related ring-expanded heterocycles: diverse reactivity, 

structural peculiarities and antimicrobial activity. RSC Advances 2022, 12:23099-

23117, doi: 10.1039/d2ra03910a. 

IF2022 = 3,9  MEiN2022 = 100 

O3. Krajewska J, Tyski S, Laudy AE. Mutant prevention concentration, frequency of 

spontaneous mutant selection, and mutant selection window - a new approach to 
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Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2023, 67(5):e0137322 

doi: 10.1128/aac.01373-22. 

IF2022= 4,9  MEiN2022 = 140 

O4. Krajewska J, Chyży P, Durka K, Wińska P, Krzyśko KA, Luliński S, Laudy AE. 

Aromatic diboronic acids as effective KPC/AmpC inhibitors. Molecules 2023, 

28:7362, doi: 10.3390/molecules28217362 

IF2022 = 4,6  MEiN2022 = 140 

 

Sumaryczny IF: 18,542   Sumaryczny MEiN: 500  
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II. Publikacje niewchodzące w cykl rozprawy doktorskiej 
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III. Abstrakty z konferencji naukowych 

Konferencje międzynarodowe 

AM1. World Microbe Forum. Online worldwilde, 20-24 VI 2021. 

Krajewska J, Nowicki K, Luliński S, Tyski S, Laudy AE.  

The influence of halogen substituents on the activity of bis(siloxaboroles) 

against Staphylococcus and Enterococcus strains - e-plakat. 

AM2. XXVI EFMC International Symposium on Medicinal Chemistry. Virtual 

Event, 28 VIII – 2 IX 2021. 

Nowicki K, Krajewska J, Pacholak P, Wińska P, Laudy AE, Luliński S.  

Bis(oxaboroles) and bis(siloxaboroles) as potent antimicrobial agents - 

e-plakat. 

AM3. IUMS Congress. The Online Edition, 20-22 VII 2022. 

Krajewska J, Luliński S, Tyski S, Laudy AE.  

The antimicrobial activity of new oxazoline-substituted benzosiloxaboroles 

and their derivatives - e-plakat. 

AM4.  2nd Edition of International Conference and Expo on Clinical Microbiology. 

Włochy, Rzym, 22-23 VI 2023. 

Krajewska J, Tyski S, Durka K, Luliński S, Laudy AE.  

New phenylenediboronic acid derivatives – direct antibacterial and beta-

lactamase inhibitory activity – plakat. 

 Konferencje krajowe 

AK1. Druga Wirtualna Konferencja Naukowa Kampusu Ochota. 20-21 IX 2021. 

Nowicki K, Krajewska J, Wińska P, Durka K, Laudy AE, Luliński S. 

Funkcjonalizowane benzosiloksaborole – synteza, charakterystyka 

i zastosowania w chemii medycznej - e-plakat. 
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AK2. VI Pomorskie Spotkania z Mikrobiologią. Gdańsk/online, 24-25 VI 2021. 

Krajewska J, Tyski S, Luliński S, Laudy AE.  

Nowe podejście do wyznaczania wartości minimalnego stężenia substancji 

zapobiegającej selekcji opornych mutantów (MPC). Postępy Mikrobiologii 

60, Supl. 1, s. 30-31 - e-plakat. 

AK3. XXIX Ogólnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów, 

Warszawa, 15-17 IX 2022. 

Krajewska J, Laudy AE. Wieloetapowa metoda otrzymywania inokulum 

bakterii o gęstości ≥1011 CFU/ml. Materiały zjazdowe: sesja 4, streszczenie 

nr 0284 – e-plakat. 

AK4. XXIX Ogólnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów, 

Warszawa, 15-17 IX 2022. 

Krajewska J, Luliński S, Laudy AE. Nowe parametry wyznaczania zakresu 

stężeń, w którym może dochodzić do selekcji lekoopornych mutantów, tzw. 

mutant selection window (MSW) – istotny etap badań przedklinicznych. 

Materiały zjazdowe, sesja 4, streszczenie nr 0029 – doniesienie ustne 

(autor prezentujący). 

IV. Udział w projektach badawczych 

PB1. Doktorant-stypendysta przy realizacji grantu Narodowego Centrum Nauki  

OPUS16 (UMO-2018/31/B/ST5/00210), pt. „Poszukiwanie korelacji 

struktura – aktywność przeciwdrobnoustrojowa wybranych grup związków 

boraheterocyklicznych”, realizowanego przez konsorcjum Politechnika 

Warszawska–Warszawski Uniwersytet Medyczny w latach 2019-2024. 

V. Aktywność w towarzystwach naukowych 

TN1. Polskie Towarzystwo Mikrobiologów – członek zwyczajny od X 2019 roku, 

zaangażowany w organizację XXIX Ogólnopolskiego Zjazdu Polskiego 

Towarzystwa Mikrobiologów w Warszawie w 2022 roku. 
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1. Wykaz stosowanych skrótów 

ACP białko nośnikowe grup acylowych (ang. acyl carrier protein) 

cAmpC chromosomalnie kodowany enzym typu AmpC (ang. chromosomally 

encoded AmpC enzyme) 

pAmpC plazmidowo kodowany enzym typu AmpC (ang. plasmid-encoded AmpC 

enzyme) 

BATSI kwas boronowy - inhibitor stanu przejściowego (ang. boronic acid transition 

state inhibitors) 

BLI inhibitor β-laktamaz (ang. β-lactamse inhibitor) 

CDT krążkowy test kombinowany (ang. combination disc test) 

CFU jednostka tworząca kolonię (ang. colony forming unit) 

CHDL karbapenemazy z klasy D (ang. carbapenem-hydrolyzing class D β-

lactamases) 

CLSI Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. Clinical and Laboratory 

Standards Institute) 

CRAB Acinetobacter baumannii oporny na karbapenemy (ang. carbapenem-

resistant A. baumannii) 

CRE Enterobacterales oporne na karbapenemy (ang. carbapenem-resistant 

Enterobacterales) 

CRPA Pseudomonas aeruginosa oporny na karbapenemy (ang. carbapenem-

resistant P. aeruginosa) 

EMA Europejska Agencja Leków (ang. European Medicines Agency) 

ESBL β-laktamazy o rozszerzonym spektrum substratowym (ang. extended-

spectrum β-lactamases) 

EUCAST Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrażliwości (ang. European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) 

FDA Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 

FICI indeks częściowego stężenia hamującego (ang. fractional inhibitory 

concentration index) 

FSMS częstość selekcji spontanicznych mutantów (ang. frequency of spontaneus 

mutant selection) 

KPC karbapenemaza typu KPC (ang. Klebsiella pneumoniae carbapenemase) 

LeuRS syntetaza leucylo-tRNA (ang. leucyl-tRNA synthetase) 

MBC minimalne stężenie bakteriobójcze (ang. minimal bactericidal concentration) 

MDR wielolekooporny (ang. multidrug-resistant) 

MFC minimalne stężenie grzybobójcze (ang. minimal fungicidal concentration) 

MIC minimalne stężenie hamujące wzrost (ang. minimal inhibitory concentration) 

MPC minimalne stężenie zapobiegające selekcji opornych mutantów (ang. mutant 

prevention concentration) 

MPC-D minimalne stężenie zapobiegające selekcji mutantów dominujących (ang. 

dominant mutant prevention concentration) 

MPC-F minimalne stężenie zapobiegające selekcji mutantów o obniżonej sprawności 

(ang. inferior mutant prevention concentration) 
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MRSA Staphylococcus aureus oporny na metycylinę (ang. methicillin-resistant  

S. aureus) 

MSC minimalne stężenie selekcyjne (ang. minimal selective concentration) 

MSSA S. aureus wrażliwy na metycylinę (ang. methicillin-sensitive S. aureus) 

MSW okno selekcji mutantów (ang. mutant prevention concentration) 

MSW-D okno selekcji mutantów dominujących (ang. dominant mutant prevention 

concentration) 

MSW-F okno selekcji mutantów o obniżonej sprawności (ang. inferior mutant 

prevention concentration) 

NDM metalo-β-laktamaza typu NDM (ang. New Delhi metallo-β-lactamase) 

OBORT pułapkowanie tRNA oksaborolem (ang. oxaborole tRNA-trapping) 

PAβN L-fenyloalanino-L-arginino-β-naftylamid 

PBA kwas fenyloboronowy (ang. phenylboronic acid) 

PDR oporny na wszystkie leki (ang. pandrug-resistant) 

VIM metalo-β-laktamaza typu VIM (ang. Verona integron-encoded metallo-β-

lactamase) 

VISA S. aureus o obniżonej wrażliwości na wankomycynę (ang. vancomycin-

intermediate S. aureus) 

VRE enterokoki oporne na wankomycynę (ang. vancomycin-resistant enterococci) 

VRSA S. aureus oporny na wankomycynę (ang. vancomycin-resistant S. aureus) 

WHO Światowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization) 

XDR o rozszerzonej oporności (ang. extensively drug-resisnat) 
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2. Streszczenie w języku polskim 

Słowa kluczowe: antybiotykooporność, benzosiloksaborole, kwasy aryloboronowe, 

aktywność przeciwdrobnoustrojowa, inhibitory β-laktamaz, selekcja opornych 

mutantów, MPC, MSW 

 

Narastająca wielolekooporność wśród szczepów drobnoustrojów sprawiła, że 

w lecznictwie pilnie potrzebne są kolejne, oryginalne leki aktywne wobec patogenów, 

głównie wobec tzw. patogenów priorytetowych, dla których dostępnych jest niepokojąco 

mało opcji terapeutycznych. W opinii WHO, liczba takich leków wprowadzonych 

w ostatnich latach do obrotu oraz aktualnie przechodzących badania kliniczne jest 

niewystarczająca. Jednocześnie, w badaniach przedklinicznych znajduje się wiele 

substancji o obiecującej aktywności wobec bakterii i grzybów. Brakuje jednak 

parametrów in vitro pozwalających na tym etapie precyzyjnie przewidzieć zakres stężeń, 

w którym może dochodzić do selekcji opornych mutantów w warunkach in vivo (ang. 

mutant selection window – MSW). Wartość MPC (ang. mutant prevention concentration) 

wyznaczająca górną granicę MSW często przekracza próg toksyczności leków, a także 

charakteryzuje się niedostateczną powtarzalnością in vitro oraz słabą odtwarzalnością 

in vivo. Utrudnia to wskazywanie do dalszych etapów prac badawczo-rozwojowych 

związków o najmniejszym potencjale selekcjonowania oporności szczepów bakteryjnych 

in vivo oraz opracowanie nowych, ograniczających narastanie oporności schematów 

dawkowania.  

Celami niniejszej pracy było: (I) poszukiwanie wśród nowych pochodnych 

boraheterocyklicznych i kwasów aryloboronowych substancji aktywnych wobec bakterii 

i grzybów drożdżopodobnych oraz (II) opracowanie nowego podejścia do oceny 

potencjału selekcjonowania oporności wśród szczepów bakteryjnych przez związki 

przeciwbakteryjne, możliwego do zastosowania na wczesnym etapie przedklinicznych 

badań in vitro. 

Realizując cel I prowadzono szerokie badania mikrobiologiczne 

44 benzosiloksaboroli oraz 33 kwasów aryloboronowych, głównie di- oraz 

triboronowych. W pracy zbadano: (A) ich bezpośrednią aktywność wobec bakterii 

i grzybów drożdżopodobnych (wyznaczając wartości MIC, MBC i MFC dla szczepów 

wzorcowych i klinicznych); (B) udział błonowych pomp MDR (ang. multidrug-resistant) 

bakterii Gram-ujemnych w aktywnym usuwaniu związków z komórki (wyznaczając 

wartości MIC w obecności inhibitora pomp), (C) zdolność związków do inhibicji  
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β-laktamaz (krążkowymi testami kombinowanymi, wyznaczając wartości MIC  

β-laktamów w obecności badanych związków dla szczepów KPC-, AmpC- oraz VIM-

dodatnich, oraz potwierdzając cel molekularny metodami mikrobiologicznymi 

i biochemicznymi) oraz (D) zależność struktura – siła synergistycznego oddziaływania 

kwasów aryloboronowych z β-laktamami (wyznaczając metodą szachownicy wartości 

FICI i określając rodzaj interakcji, a także przeprowadzając analizę statystyczną). 

W pracy stwierdzono wysoką aktywność przeciwgronkowcową, 

18 benzosiloksaboroli benzenosulfonianowych i sulfonamidowych (wartości MIC 0,39-

6,25 mg/l) oraz wysoką aktywność przeciwenterokokową 3 benzosiloksaboroli 

benzenosulfonianowych (wartości MIC 6,25 mg/l). Wykazano zdolność do inhibicji  

β-laktamaz typu KPC/AmpC 25 związków w wysokich stężeniach (30-300 μg/krążek),  

a 17 kwasów aryloboronowych także w niskich stężeniach (4–16 mg/l). Kwas orto-

fenylenodiboronowy najefektywniej przywracał wrażliwość na karbapenemy szczepom 

Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae KPC-dodatnim (powodując nawet 64-krotne 

redukcje wartości MIC karbapenemów) oraz umiarkowanie zwiększał aktywność 

ceftazydymu wobec szczepów E. coli i Pseudomonas aeruginosa AmpC-dodatnich, nie 

przywracając wrażliwości tym szczepom. Kwasy para-fenylenodiboronowe przywracały 

wrażliwość na karbapenemy szczepom KPC-dodatnim i na ceftazydym szczepom AmpC-

dodatnim, natomiast kwasy meta-fenylenodiboronowe przywracały wrażliwość na 

ceftazydym szczepowi E. coli CMY-2-dadatniemu. Badania z wykorzystaniem całych 

komórek oraz wyizolowanych białek całkowitych transformanta E. coli DH5α niosącego 

gen blaKPC-3 potwierdziły, że enzymy typu KPC są punktem uchwytu kwasów orto-  

i para- ale nie meta-fenyleonodiboronowych. Przeprowadzona analiza statystyczna 

wykazała, że obecność dwóch grup boronowych w pozycji orto istotnie nasila synergię 

kwasów fenylenodiboronowych z karbapenemami (p=0,0001) ale osłabia ich synergię 

z ceftazydymem (p=0,04). Z kolei obecność fluoru w cząsteczce osłabia synergię tych 

kwasów z karbapenemami (p=0,036) ale nasila synergię z ceftazydymem (p=0,005). Nie 

wykryto natomiast istotnego udziału błonowych pomp MDR w aktywnym usuwaniu 

badanych związków z komórek bakteryjnych. 

Realizując cel II opracowano: (A) nowe parametry in vitro do wyznaczania górnej 

granicy zakresu MSW, tj. parametr MPC-D (odnoszący się do tzw. dominujących 

mutantów o wysokim potencjale selekcjonowania także in vivo) oraz parametr MPC-F 

(odnoszący się do mutantów o obniżonej sprawności), (B) nową metodę rozcieńczeń 

w bulionie do wyznaczania wartości MPC-D i MPC-F oraz (C) nową, wielostopniową 

metodę otrzymywania inokulum bakteryjnego o wysokiej gęstości (>1011 CFU/ml), 
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zwiększającego precyzję wyznaczania zaproponowanych parametrów. Nowością pracy 

jest także powiązanie wartości klasycznego MPC z częstością selekcji opornych 

mutantów w metodzie rozcieńczeń w agarze, co ma miejsce w opracowanej metodyce 

wyznaczania wartości nowego parametru MPC-D. Badania prowadzono na szczepie 

S. aureus ATCC 29213 dla 3 związków będących przedstawicielami różnych grup 

o działaniu przeciwbakteryjnym, tj. cyprofloksacyny, linezolidu i benzosiloksaborolu 

No37. Metodą rozcieńczeń w agarze wyznaczono wartości MPC i MPC-D, a metodą 

rozcieńczeń w bulionie wartości MPC-D i MPC-F. Wyjściowe inokula bakterii, uzyskane 

nową metodą miały gęstości 5–7,5x1011 CFU/ml, co jest kluczowe przy wyznaczaniu 

parametrów MPC. W przypadku linezolidu i benzosiloksaborolu No37 wszystkie 

wyznaczone parametry miały taką samą wartość. W przypadku cyprofloksacyny 

uzyskano wynik: MPC-D<MPC-F<MPC. Jej wartości MPC-D wyznaczone obiema 

metodami były porównywalne. W pracy wykazano zatem, iż: (I) MPC-D może być 

w przypadku niektórych związków przeciwbakteryjnych niższe niż MPC, przez co 

bardziej akceptowalne klinicznie jako podstawa schematów dawkowania, (II) powiązanie 

wartości MPC-D z częstością selekcji opornych mutantów jest kluczowe dla zwiększenia 

powtarzalności in vitro parametru MPC-D w porównaniu do parametru MPC oraz (III) 

zaproponowana metoda rozcieńczeń w bulionie pozwala na zróżnicowanie mutantów 

powstających in vitro na mutanty dominujące oraz mutanty o obniżonej sprawności, przez 

co parametr MPC-D ma szansę być lepiej odtwarzalny in vivo w porównaniu do 

parametru MPC.  

Uzyskane w pracy wyniki aktywności przeciwdrobnoustrojowej badanych 

związków boroorganicznych w połączeniu z brakiem ich cytotoksyczności pozwalają 

stwierdzić, że (I) benzosiloksaborole benzenosulfonianowe i sulfonamidowowe mogą 

być postrzegane jako potencjalne źródło nowych leków aktywnych wobec 

priorytetowych ziarenkowców Gram-dodatnich oraz (II) kwasy fenylenodiboronowe są 

interesującymi strukturami wyjściowymi do syntezy nowych inhibitorów β-laktamaz 

typu KPC/AmpC. Wykazano także, iż wartości zaproponowanego parametru MPC-D 

mogą być niższe, bardziej powtarzalne in vitro i lepiej odtwarzalne in vivo niż wartości 

MPC, co może usprawnić badania przedkliniczne kandydatów na nowe leki 

przeciwdrobnoustrojowe oraz ułatwić opracowanie nowych, ograniczających narastanie 

oporności schematów dawkowania. 
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3. Streszczenie w języku angielskim 

 

Studies on the antimicrobial activity of new compounds from the group of 

boraheterocyclic derivatives and arylboronic acids. 
 

Key words: antimicrobial resistance, boraheterocycles, arylboronic acids, antimicrobial 

activity, resistant mutants selection, MPC, MSW 

 

The growing multidrug resistance among microbial strains has led to the urgent 

need for new, original drugs active against pathogens, primarily against so-called priority 

pathogens, for which alarmingly few therapeutic options are left. According to the WHO, 

the number of such drugs marketed in recent years and currently under clinical trials is 

insufficient. Simultaneously, there are abundant compounds with promising activity 

against bacteria and fungi in preclinical trials. However, in vitro parameters that can 

predict at this stage the concentration range in which resistant mutants would likely be 

selected under in vivo conditions (so-called mutant selection window - MSW) are lacking. 

The mutant prevention concentration (MPC) value marking the upper boundary of the 

MSW frequently exceeds the drug toxicity threshold, is insufficiently repeatable in vitro, 

and can not always be reproduced in vivo. This impedes choosing the compound with the 

lowest potential to select resistance of bacterial strains in vivo for further drug 

development and the establishment of novel, resistance-restricting dosing regimens. 

The aims of this thesis were: (I) to search for substances active against bacteria and 

yeasts among new boraheterocyclic derivatives and arylboronic acids, and (II) to develop 

a new approach to assess the potential of compounds to select resistance among bacterial 

strains, possible to implement at the early stage of in vitro preclinical research. 

To realize aim I, extensive microbiological research was conducted on 

44 benzosiloxaboroles and 33 arylboronic acids, mainly di- and triboronic acids. It was 

evaluated: (A) their direct activity against bacteria and yeasts (by the MIC, MBC, and 

MFC determination for reference and clinical strains); (B) the contribution of MDR efflux 

pumps of Gram-negative bacteria in the active removal of compounds from bacterial cells 

(by determining the MIC value in the presence of an efflux pumps inhibitor), (C) 

compounds’ ability to inhibit β-lactamases (by phenotypic combination disc tests, 

determining β-lactams’ MICs in the presence of tested compounds for KPC-, AmpC- and 

VIM-positive strains, and confirming the molecular target in microbiological and 
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biochemical assays), and (D) the correlation: structure – strength of the synergy between 

arylboronic acids and β-lactams (by determining the FICI values and the type of the 

interaction in the checkerboard as well as by performing statistical analysis). 

High antistaphylococcal activity, also against clinical strains of methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) was found for 18 benzenesulfonate and sulfonamide 

benzosiloxaboroles (MICs 0.39-6.25 mg/L), whereas high antienterococcal activity for 

3 benzenesulfonate benzosiloxaboroles (MICs 6.25 mg/L). The ability to inhibit 

KPC/AmpC β-lactamases at high concentrations (30-300 μg/disc) was demonstrated for 

25 arylboronic acids and at low concentrations (4-16 mg/L) for 17 arylboronic acids. 

ortho-Phenylenediboronic acid most effectively restored the sensitivity to carbapenems 

of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae KPC-positive strains (up to 64-fold MIC 

reductions) and moderately increased ceftazidime activity against E. coli and 

Pseudomonas aeruginosa AmpC-positive strains, without restoring the sensitivity of 

these strains. para-Phenylenediboronic acids restored the susceptibility to carbapenems 

of KPC-positive strains and the susceptibility to ceftazidime of AmpC-positive strains, 

whereas meta-phenylenediboronic acids restored ceftazidime activity against E. coli 

CMY-2-positive. Studies with the whole cells and total proteins extract of the E. coli 

DH5α transformant carrying the blaKPC-3 gene confirmed that KPC-type enzymes are 

indeed molecular targets for ortho- and para-, but not for meta-phenylenediboronic acids. 

The statistical analysis revealed that the presence of two boronic groups in the ortho 

position significantly increases the synergy of phenylenediboronic acids with 

carbapenems (p=0.0001) but weakens their synergy with ceftazidime (p=0.04). In turn, 

fluorine in the molecule weakens the synergy of these acids with carbapenems (p=0.036) 

but increases their synergy with ceftazidime (p=0.005). Also, no significant contribution 

of MDR efflux pumps in their active removal from bacterial cells was detected. 

To realize aim II it was developed: (A) new in vitro parameters marking the upper 

boundary of the MSW, i.e., parameter MPC-D (related to the so-called dominant mutants 

with high selection potential in vivo) and parameter MPC-F (related to mutants with 

impaired fitness), (B) a new broth-dilution method for determining MPC-Ds and MPC-

Fs, and (C) a new, multi-stage method for obtaining a high-density bacterial inoculum 

(>1011 CFU/mL), which increases the precision of determining the proposed parameters. 

Another novelty of the work is linking the classical MPC value with the frequency of 

resistant mutant selection in the agar-dilution method, which takes place in the developed 
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methodology for determining the value of the new MPC-D parameter. The research was 

conducted on the S. aureus ATCC 29213 strain for three compounds representing 

different groups of antimicrobials, i.e., ciprofloxacin, linezolid, and benzosiloxaborole 

No37. MPC and MPC-D values were determined by the agar-dilution method, while 

MPC-D and MPC-F values were determined by the broth-dilution method. The initial 

bacterial inocula obtained by the new method had densities of 5–7.5x1011 CFU/ml, which 

is crucial when determining the MPCs parameters. All determined parameters had the 

same value in the linezolid and benzosiloxaborole No37 case. In the case of ciprofloxacin, 

the result was as follows: MPC-D<MPC-F<MPC. Its MPC-Ds determined by both 

methods were comparable. Therefore, the study showed that (I) MPC-D may be lower 

than MPC for some antibacterials, making it more clinically acceptable as a basis for 

dosage regimens, (II) determining the MPC-D value based on the frequency of 

spontaneous mutant selection is crucial to increase its in vitro repeatability compared to 

the MPC, and (III) the proposed broth dilution method allows for the differentiation of 

mutants generated in vitro into dominant mutants and mutants with impaired fitness, 

which makes likely that the MPC-D would be better reproducible in vivo compared to the 

MPC. 

The obtained results of the antimicrobial activity of the tested organoboron 

compounds, combined with their lack of cytotoxicity, allow to conclude that  

(I) benzenesulfonate and sulfonamide benzosiloxaboroles can be considered a potential 

source of new drugs active against priority Gram-positive cocci and  

(II) phenylenediboronic acids are interesting scaffolds for the future development of 

novel KPC/AmpC β-lactamases inhibitors. It has also been shown that the proposed  

MPC-D parameter may be lower, better repeatable in vitro, and likely better reproducible 

in vivo than the MPC parameter, which may improve preclinical testing of candidates for 

new antimicrobial drugs and facilitate the development of novel, resistance-restricting 

dosing regimens. 
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4. Wstęp  

Wprowadzenie do lecznictwa skutecznych i bezpiecznych leków 

przeciwdrobnoustrojowych jest uznawane za jeden z kamieni milowych w rozwoju 

współczesnej medycyny [1]. Dzięki nim, niegdyś zagrażające życiu infekcje stały się 

łatwo wyleczalnymi chorobami, drastycznie spadła śmiertelność okołoporodowa, 

możliwe stało się również bezpieczne przeprowadzanie poważnych interwencji 

medycznych [1-3]. Większość znanych dziś klas leków przeciwdrobnoustrojowych 

wprowadzono jeszcze przed końcem lat 60. XX wieku (Rycina 1). Do stosowania 

ogólnego u ludzi dostępne są leki pochodzenia naturalnego, tj. antybiotyki (12 klas leków 

przeciwbakteryjnych i 2 klasy leków przeciwgrzybiczych) oraz leki syntetyczne, których 

struktury nie mają swojego pierwowzoru w naturze, tzw. chemioterapeutyki (6 klas leków 

przeciwbakteryjnych i 3 klasy leków przeciwgrzybiczych) [3]. W ostatnich dekadach 

znacznie maleje skuteczność znanych antybiotyków i chemioterapeutyków w leczeniu 

zakażeń. Oszacowano, że w samym tylko 2019 roku infekcje bakteryjne były powiązane 

z ok. 4,95 mln zgonów globalnie i były bezpośrednią przyczyną 1,27 mln zgonów [4]. 

Liczbę zgonów z powodu infekcji grzybiczych określa się natomiast na ponad 2 mln 

rocznie [5]. Szacuje się, że bez podjęcia zdecydowanych działań do 2050 roku z powodu 

infekcji umierać będzie 10 milionów ludzi rocznie [6]. Pojawiają się nawet głosy, że 

ludzkość stoi u progu ery post-antybiotykowej [7,8].  

Przyczyną takiego stanu rzeczy jest narastająca oporność drobnoustrojów. 

W praktyce klinicznej szczep uważa się za oporny na dany antybiotyk, jeśli minimalne 

stężenie tego antybiotyku hamujące jego wzrost in vitro (ang. minimal inhibitory 

concentration – MIC) jest wyższe niż stężenie możliwe do osiągnięcia in vivo (we krwi 

lub w tkankach pacjenta) [9]. W warunkach laboratoryjnych wartość MIC antybiotyku 

wyznacza się, gdy jego działaniu poddanych zostanie 104 CFU (ang. colony forming unit 

– jednostka tworząca kolonie) [10,11]. Szczepy klasyfikuje się jako wrażliwe, wrażliwe – 

zwiększona ekspozycja (dawniej określane jako średnio wrażliwe lub o obniżonej 

wrażliwości) oraz oporne na podstawie ustalonych, granicznych wartości MIC, tzw. 

punktów odcięcia (ang. breakpoints) [12-15]. 

Pewne gatunki, rodzaje lub całe grupy bakterii i grzybów cechuje oporność 

naturalna (nazywana również wrodzoną) na niektóre grupy środków 

przeciwdrobnoustrojowych [12-15]. Bakterie i grzyby mają także zdolność do nabywania 

oporności [16]. Wrażliwe komórki typu dzikiego danego szczepu mogą nabywać geny 

oporności (czyli geny warunkujące oporność) od komórek innego szczepu tego gatunku, 
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a nawet innego gatunku lub rodzaju, w drodze tzw. horyzontalnego transferu genów. Tą 

drogą często przekazywane są np. geny kodujące enzymy dezaktywujące antybiotyki [17]. 

Geny oporności mogą także powstawać w komórkach typu dzikiego de novo dzięki 

mutacjom, tj. zmianom w sekwencji nukleotydowej DNA będących następstwem 

spontanicznych błędów podczas procesu jego replikacji. Spontaniczne mutacje pojawiają 

się ze średnią częstością 1 na 1010 − 109 nukleotydów na generację [18-20]. Do 

fenotypowego ujawnienia się oporności niekiedy wystarczające jest pojawienie się 

pojedynczej mutacji punktowej (tzw. oporność jednostopniowa), czasami natomiast 

konieczna jest akumulacja kilku mutacji w DNA (tzw. oporność wielostopniowa) [21,22]. 

Dzięki mutacjom nabywana jest często oporność związana z modyfikacją miejsca 

docelowego antybiotyku (tzw. punktu uchwytu), zmniejszeniem przepuszczalności błony 

zewnętrznej czy też ze zmianami w systemach regulatorowych prowadzącymi do 

nadekspresji operonów kodujących pompy błonowe odpowiedzialne za aktywne 

usuwanie antybiotyku z komórki (tzw. zjawisko z ang. efflux) [18,19]. Powstające 

w drodze horyzontalnego transferu genów lub mutacji komórki o zmienionym genotypie 

i zmniejszonej wrażliwości na dany antybiotyk w porównaniu do komórki macierzystej 

określa się mianem antybiotykoopornych mutantów [18,19]. 

W efekcie tych zjawisk, oporne szczepy bakterii izolowano od pacjentów niemal 

równolegle z wprowadzeniem do lecznictwa każdej nowej grupy antybiotyków (Rycina 

1). Zjawisko narastania oporności zaobserwowano także u grzybów np. wśród szczepów 

z rodzaju Candida. Z biegiem lat zaczęły również pojawiać się wielolekooporne (ang. 

multidrug-resistant – MDR) szczepy drobnoustrojów, tj. oporne na co najmniej jeden 

związek w trzech różnych grupach, z wyłączeniem grup, na które są one naturalnie oporne 

oraz szczepy o rozszerzonej oporności (ang. extensively drug-resisnat – XDR), 

zachowujące wrażliwość tylko na antybiotyki z jednej lub dwóch grup [23,24]. 

Najgroźniejszą aktualnie grupę stanowią natomiast szczepy oporne na wszystkie znane 

leki przeciwdrobnoustrojowe (ang. pandrug-resistant – PDR) [23,24]. Dekady 

powszechnego stosowania antybiotyków w medycynie, weterynarii, hodowli zwierząt 

oraz w rolnictwie znacznie zwiększyły częstość powstawania antybiotykoopornych 

mutantów – obecność antybiotyku w środowisku nasila bowiem horyzontalny transfer 

genów [17,25] oraz zwiększa częstość powstawania mutacji [26]. Wiadomo jednak, że 

jedynie niewielki odsetek pojawiających się antybiotykoopornych mutantów ma 

zdolność do zdominowania populacji komórek danego szczepu i do rozprzestrzeniania 

się [16].
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Rycina 1. Kalendarium wprowadzania do lecznictwa klas leków przeciwdrobnoustrojowych do stosowania ogólnego (z wyłączeniem leków przeciwprątkowych) oraz pojawiania się pierwszych szczepów 

opornych i wybranych fenotypów oporności drobnoustrojów. Opracowano na podstawie: [27-45]. 

 
1 Podano datę pierwszego wprowadzenia na rynek europejski lub amerykański pierwszego leku z danej klasy do stosowania ogólnego u ludzi.  
2 Podano nazwę leku i rok, w którym pierwszy raz opisano oporność drobnoustrojów na lek z danej klasy. 
3 Podano rok zarejestrowania pleuromutylin do stosowania ogólnego u ludzi – leki z tej grupy były wcześniej zarejestrowane do stosowania miejscowego. 

BLIs – inhibitory β-laktamaz (ang. β-lactamses inhibitors); MDR – wielolekooporny (ang. multidrug-resistant); MRSA – Staphylococcus aureus oporny na metycylinę (ang. methicillin-resistant S. aureus); CRAB–Acinetobacter 

baumannii oporna na karbapenemy (ang. carbapenem-resistant A. baumannii); CRPA – Pseudomonas aeruginosa oporny na karbapenemy (ang. carbapenem-resistant P. aeruginosa); VRE–enterokoki oporne na wankomycynę 

(ang. vancomycin-resistant enterococci); CRE–Enterobacterales oporne na karbapenemy (ang. carbapenem-resistant Enterobacterales), VISA – S. aureus o obniżonej wrażliwości na wankomycynę (ang. vancomycin-intermediate 

S. aureus); VRSA – S. aureus oporny na wankomycynę (ang. vancomycin-resistant S. aureus); PDR – oporny na wszystkie znane leki (ang. pandrug-resistant). 
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4.1. Selekcja antybiotykoopornych mutantów bakteryjnych 

Zdolność komórek nowo powstałego, antybiotykoopornego mutanta do 

zdominowania populacji i następnie do rozprzestrzeniania się jest uzależniona zarówno 

od ponoszonych przez niego tzw. kosztów sprawnościowych nabycia oporności (ang. 

fitness costs of resistance) jak i od warunków zewnętrznych, tj. przede wszystkim od 

stężenia antybiotyku w środowisku oraz od aktywności układu immunologicznego 

gospodarza [18,46-48]. Koszty sprawnościowe nabycia oporności, rozumiane jako 

spowolnienie tempa podziałów komórkowych w porównaniu do komórek wrażliwych, to 

częsta sytuacja, niezależnie od mechanizmu powstania mutanta. Replikacja, transkrypcja 

i translacja nowych genów, nabytych drogą transferu horyzontalnego wymaga od 

komórki bakteryjnej dodatkowych nakładów energii i zasobów, może również zakłócać 

pewne własne funkcje komórkowe. Z kolei oporność mutacyjna polegająca np. na 

modyfikacji miejsca docelowego leku oznacza zmianę struktury białka zaangażowanego 

w ważny proces metaboliczny bakterii, co może niekorzystnie wpłynąć na 

funkcjonowanie komórek [18,48]. W przypadku braku antybiotyku w środowisku lub gdy 

jego stężenie nie przekracza wartości MIC komórek typu dzikiego, powstałe komórki 

antybiotykoopornych mutantów o obniżonej sprawności zazwyczaj nie są w stanie 

skutecznie konkurować z komórkami dzikimi o zasoby pokarmowe środowiska 

i w większości przypadków zanikają – nie są wykrywane w badanej ponownie populacji 

komórek danego szczepu [49,50]. Wyjątkiem jest sytuacja, gdy nabycie oporności nie 

wiąże się z żadnymi kosztami sprawnościowymi (komórki antybiotykoopornych 

mutantów mogą wówczas utrzymywać się w populacji nawet po ustaniu presji 

antybiotykowej) lub gdy subinhibitorowe stężenia antybiotyku w niewielkim stopniu 

spowalniają tempo podziałów komórek typu dzikiego, dając przewagę 

antybiotykoopornym mutantom [47,51]. Komórki mutantów mogą wówczas stopniowo 

zwiększać swoją liczebność w ogólnej populacji komórek i ustanowić antybiotykooporną 

subpopulację, a z czasem nawet zniwelować koszty sprawnościowe dzięki pojawieniu się 

dodatkowych mutacji kompensacyjnych [47,51]. Zakres stężeń w którym dochodzi do 

takiej sytuacji nazwano subinhibitorowym oknem selekcyjnym (ang. sub-MIC selective 

window). Jego górną granicę stanowi wartość MIC komórek typu dzikiego, a dolną 

granicę wyznacza wartość tzw. minimalnego stężenia selekcyjnego (ang. minimal 

selective concentration – MSC), przy którym tempo podziałów komórkowych mutantów 

i komórek typu dzikiego zrównuje się [47,51]. Wartość MSC jest specyficzna dla każdej 
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kombinacji antybiotyk-szczep, niekiedy jest także ekstremalnie niska, nawet rzędu 1/230 

wartości MIC. Do ekspozycji drobnoustrojów na takie stężenia antybiotyku może zatem 

dochodzić często, zarówno w środowisku jak i w trakcie antybiotykoterapii, np. wskutek 

stosowania zbyt niskich dawek, niewłaściwego przyjmowania leku przez pacjenta lub 

słabej penetracji antybiotyku do określonych tkanek i narządów [47,51-55]. W efekcie tych 

zjawisk, raz powstałe antybiotykooporne mutanty są trudne do eradykacji. Ich 

subpopulacje mogą być obecne w populacji komórek odpowiedzialnych za wywoływanie 

infekcji, pozostając niewykrywalne podczas wyznaczania wartości MIC szczepu. 

Antybiotykooporne mutanty mogą jednak szybko zdominować populację po jej 

ponownej ekspozycji na antybiotyk, zwłaszcza gdy jego stężenia przekroczą wartość 

MIC komórek typu dzikiego [56,57].  

Obecność w środowisku antybiotyku w stężeniu przekraczającym wartość MIC 

komórek typu dzikiego, ale nie wystarczającym do zahamowania wzrostu 

antybiotykoopornych mutantów powoduje natomiast, że komórki mutantów mogą się 

selektywnie rozmnażać, pomimo niekiedy znacznych kosztów sprawnościowych. Taki 

zakres stężeń antybiotyku nazwano oknem selekcji mutantów (ang. mutant selection 

window – MSW). Jago dolną granicę stanowi wartość MIC komórek typu dzikiego, 

a górną tzw. stężenie zapobiegające selekcji mutantów (ang. mutant prevention 

concentration – MPC) [46,58,59]. Zgodnie z oryginalną definicją zaproponowaną w pracy 

Dong i wsp. z 1999 roku, MPC to najmniejsze stężenie antybiotyku całkowicie hamujące 

wzrost bakterii, gdy jego działaniu poddanych zostanie co najmniej 1010 CFU [58]. Tak 

duża gęstość populacji zapewnia wysokie prawdopodobieństwo obecności w niej 

spontanicznych mutantów (częstość ich powstawania wynosi zwykle 10-6 – 10-8), jest to 

również liczebność populacji typowa dla wielu miejsc infekcji [21,58]. Do wyznaczania 

wartości MPC, Dong i wsp. [58] zaproponowali metodę rozcieńczeń antybiotyku 

w agarze. Autorzy podkreślili także, iż uzyskana w ten sposób wartość jest ściśle 

uzależniona od liczby CFU poddanych badaniu, istotne jest zatem dodanie 

odpowiedniego subskryptu przy podawaniu wyniku, np. MPC10
10, jeśli w badaniu 

zastosowano 1010 CFU [58]. Rozmnażanie się antybiotykoopornych drobnoustrojów przy 

stężeniach powyżej wartości MPC wymagałaby jednoczesnego powstania dwóch 

mutacji, co jest zjawiskiem niezwykle rzadkim [46,58]. Autorzy teorii okna selekcji 

mutantów podkreślili także, iż jest to zakres stężeń, w którym mogą selektywnie 

zwiększać swoją liczebność zarówno spontaniczne mutanty powstające w trakcie 

antybiotykoterapii jak i te obecne w wyjściowej populacji przed jej ekspozycją na 
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antybiotyk [46,60]. Wartość MPC jest więc tak naprawdę najmniejszym stężeniem 

hamującym wzrost najbardziej opornego mutanta w populacji, niezależnie od czasu 

i sposobu jego powstania [46,60].  

Zauważono, że gdy schematy dawkowania eksponowały bakterie na stężenia 

antybiotyku z zakresu MSW, szczepy oporne pojawiały się w stosunkowo krótkim czasie 

od jego wprowadzenia do lecznictwa [46,59]. Z kolei w przypadku antybiotyków, których 

stężenia w trakcie terapii przekraczały wartości MPC, szczepy oporne w warunkach 

klinicznych izolowano rzadko [61,62]. Istnienie okna selekcji mutantów potwierdzono 

także w modelach dynamicznych in vitro, polegających na prowadzeniu hodowli 

bakteryjnej w cyrkulującym bulionie z dodatkiem antybiotyku [63-67]. W większości 

przypadków dochodziło do selekcji antybiotykoopornych mutantów, gdy stężenia 

oscylowały w zakresie MSW wyznaczonym in vitro [58]. Podobna sytuacja miała miejsca 

w trakcie doświadczeń ze zwierzętami, co dowiodło, że dla wielu kombinacji antybiotyk-

szczep okno selekcji mutantów istnieje także in vivo [68-72]. Uzyskane wyniki 

potwierdziły wyjściowe hipotezy [46,59,60,73], zgodnie z którymi dawkowanie w sposób 

zapewniający utrzymywanie stężenia antybiotyków w trakcie terapii powyżej wartości 

MPC dla danego szczepu powinno znacznie ograniczyć narastanie oporności wśród 

bakterii, przyczyniając się tym samym do wydłużenia okresu skuteczności klinicznej 

antybiotyków. Znane już antybiotyki, o bardzo szerokich zakresach MSW dla danych 

szczepów bakteryjnych powinny natomiast być stosowane tylko w terapii skojarzonej, 

wyłącznie z antybiotykiem o innym mechanizmie działania. W trakcie terapii skojarzonej 

utrzymywanie stężeń obu antybiotyków w powyżej ich indywidualnych wartości MPC 

powoduje, iż rozmnażanie się antybiotykoopornych mutantów byłoby możliwe jedynie 

w przypadku posiadania co najmniej dwóch mutacji (tj. warunkujących oporność na jeden 

i drugi antybiotyk) [46,59]. Zauważono również, że antybiotyki z tej samej grupy, 

o znacznym stopniu podobieństwa strukturalnego i porównywalnych wartościach MIC, 

mogą różnić się istotnie pod względem szerokości okien selekcji lekoopornych mutantów 

[58,59,61,62,74-76]. Ważne jest zatem wyznaczanie parametru MPC już na etapie 

wczesnych badań przedklinicznych kandydatów na nowe leki przeciwbakteryjne, w celu 

wskazania do dalszych prac związków nie tylko o niskich wartościach MIC, ale również 

o jak najwęższych zakresach MSW. Takie związki w najmniejszym stopniu 

stymulowałyby narastanie oporności wśród szczepów bakteryjnych w trakcie ich 

stosowania w lecznictwie. 
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Mimo udowodnienia, że aktualnie obowiązujące, oparte na wartościach MIC 

schematy dawkowania antybiotyków sprzyjają narastaniu oporności wśród bakterii 

i skracają okres przydatności klinicznej antybiotyków [46,59,60,73], z kilku powodów są 

stosowane do dziś. Po pierwsze, zwiększenie dawek tak, by utrzymywać stężenie 

antybiotyków w trakcie terapii powyżej wartości MPC nie zawsze jest osiągalne, ze 

względu na możliwe działania niepożądane antybiotyku [46,73]. Po drugie, zwiększanie 

dawek leków nie zawsze jest zasadne – aktualnie obowiązujące schematy dawkowania 

zapewniają sukces terapeutyczny u większości pacjentów przy najmniejszym możliwym 

nasileniu efektów niepożądanych antybiotyków [46,73]. Po trzecie, wiadomo, że komórki 

lekoopornych mutantów mogą być pod kontrolą układu immunologicznego gospodarza, 

jeżeli tylko ich liczba utrzymuje się na niskim poziomie [46,73]. Za bezpieczne dla 

powodzenia antybiotykoterapii przyjmuje się często te stężenia antybiotyków, dla 

których częstość selekcji opornych mutantów in vitro wynosi 1x10-8 lub mniej (tj. nie 

więcej niż 1 mutant selekcjonowany jest spośród 108 wrażliwych komórek) [46,77,78]. 

Sytuacja wygląda jednak odmiennie u pacjentów z immunosupresją (np. po 

transplantacjach, czy zakażonych wirusem HIV), których liczba nieustannie rośnie. 

Selekcjonujące się w tej grupie chorych oporne mutanty mogą być przyczyną 

niepowodzenia terapeutycznego lub nawrotu infekcji. Może również dojść do kolonizacji 

takich pacjentów przez lekooporne mutanty bakteryjne, a następnie do rozprzestrzenienia 

się lekoopornych mutantów na innych pacjentów [46,79].  

Wyznaczanie wartości MPC za pomocą obecnie stosowanej metody rozcieńczeń 

w agarze [58] jest także pracochłonne oraz implikuje kilka problemów technicznych. 

Jednym z nich jest konieczność uzyskania inokulum o wysokiej gęstości, najlepiej 

przekraczającej 1011 CFU/ml. Przy obecnie stosowanej metodzie jego przygotowywania, 

polegającej na jednostopniowym zagęszczaniu hodowli płynnej, rzadko uzyskiwano tak 

gęste zawiesiny [58,74,80], częściej osiągając gęstość rzędu 1010 CFU/ml [64,66,67,72,81-83] 

lub tylko 109 CFU/ml [84,85]. Uzyskanie zawiesiny o mniejszej gęstości, zważywszy na 

konieczność poddania ekspozycji na każde stężenie antybiotyku minimum 1010 CFU, 

wymaga przygotowania dużej liczby płytek agarowych z każdym stężeniem badanego 

antybiotyku. Zwiększa to czasochłonność i pracochłonność wyznaczania wartości MPC, 

utrudniając jego wyznaczanie w warunkach laboratoriów szpitalnych. Z tych samych 

powodów, wyznaczenie wartości MPC jest problematyczne także na etapie badań 

przedklinicznych kandydatów na nowe leki przeciwbakteryjne, gdzie liczba badanych 

substancji jest duża, a ich dostępność często znacznie ograniczona.  
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Wreszcie, wykorzystanie MPC jako podstawy do opracowania nowych schematów 

dawkowania utrudnia również fakt, że wartość ta nie cechuje się pożądaną 

powtarzalnością. Gdy oznaczenie wartości MPC pięciu antybiotyków z różnych klas dla 

jednego szczepu Staphylococcus epidermidis powtórzono 20 razy w obrębie tego samego 

laboratorium, wyniki różniły się znacznie w przypadku każdego z badanych 

antybiotyków [83]. Stanowi to wyraźny kontrast z dobrze powtarzalnymi wartościami 

MIC [83]. Ponadto, granice MSW wyznaczone in vitro nie zawsze pokrywają się 

z granicami obserwowanymi później in vivo – jak chociażby w przypadku fosfomycyny, 

dla której okno selekcji opornych mutantów Escherichia coli i Staphylococcus aureus 

okazało się istnieć wyłącznie in vitro [86,87]. Wciąż aktualny pozostaje zatem apel 

Światowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization – WHO) 

o konieczności poszukiwania nowych, ograniczających narastanie oporności schematów 

dawkowania, zawarty w raporcie pt. „Globalna strategia WHO dotycząca ograniczania 

oporności na środki przeciwdrobnoustrojowe” (ang. WHO Global strategy for 

containment of antimicrobial resistance”) z 2001 roku [57]. Są one niezbędne do 

maksymalnego wydłużenia okresu skuteczności klinicznej znanych oraz nowych 

antybiotyków. We wspomnianym raporcie zarekomendowano również podjęcie szeregu 

dodatkowych działań, ukierunkowanych na zmniejszenie presji antybiotykowej, takich 

jak racjonalizacja stosowania antybiotyków w medycynie i weterynarii (stosowanie 

zgodne ze wskazaniami, właściwe dawkowanie, monitorowanie zużycia antybiotyków), 

ograniczenie ich wykorzystywania w rolnictwie i hodowli zwierząt oraz ograniczanie 

szerzenia się chorób zakaźnych [57]. Zalecenia te były potem wielokrotnie powtarzane na 

forum międzynarodowym [8,88-90]. Zważywszy jednak na fakt, że raz powstałe 

antybiotykooporne mutanty są trudne a niekiedy wręcz niemożliwe do wyeliminowania, 

od samego początku podkreślono, że realizacja w/w zaleceń może jedynie spowolnić 

nieuchronny proces narastania oporności drobnoustrojów i stopniowej utraty 

skuteczności antybiotyków. Istnieje zatem także konieczność poszukiwania wciąż 

nowych związków przeciwdrobnoustrojowych [8,88-90]. 

4.2. Konieczność poszukiwania nowych leków przeciwdrobnoustrojowych 

Mimo ponawianych apeli [8,88-90], wciąż nie udało się przerwać trwającego od lat 

70. XX wieku impasu we wprowadzaniu na rynek nowych klas antybiotyków (Rycina 1) 

[8,57]. Przyczyną takiego stanu rzeczy są przede wszystkim wysokie koszty opracowania 

i zarejestrowania oryginalnego antybiotyku połączone z ograniczeniami narzucanymi 
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w jego stosowaniu oraz wysokim ryzykiem utraty klinicznej skuteczności nawet przed 

zwróceniem się poniesionych nakładów finansowych [8,57]. Powszechnie uważa się, że 

należy pilnie zwiększyć fundusze przeznaczane na poszukiwania nowych leków 

przeciwdrobnoustrojowych i zachęcać do podejmowania prac badawczo-rozwojowych 

w tej dziedzinie. Aby ukierunkować te prace na najbardziej pilne potrzeby, w 2017 roku 

opublikowana została lista tzw. bakteryjnych patogenów priorytetowych WHO (ang. 

WHO priority pathogens) [91], a w 2022 roku pojawiła się analogiczna lista 

najgroźniejszych, chorobotwórczych grzybów [92]. Znalazły się na nich drobnoustroje, 

dla których liczba dostępnych opcji terapeutycznych jest niepokojąco ograniczona, 

a zatem poszukiwanie nowych, aktywnych wobec nich leków jest szczególnie pilne. 

W obu dokumentach patogeny zostały przypisane do trzech kategorii: o krytycznym, 

wysokim lub średnim priorytecie. Ich pełną listę przedstawiono w Tabeli 1. Zgodnie 

z rekomendacjami WHO, poza aktywnością wobec patogenów priorytetowych, nowo 

opracowywane leki powinny być również innowacyjne, tj. mieć nową strukturę (nowa 

klasa chemiczna), nowy punkt uchwytu, nowy mechanizm działania lub dla których nie 

istnieje znana oporność krzyżowa [93]. Innowacyjność leków została uznana za czynnik 

istotnie zwiększający szanse na ich długi okres przydatności klinicznej. 

Szeroko zakrojone działania na rzecz zintensyfikowania prac badawczo-

rozwojowych nad nowymi lekami przeciwdrobnoustrojowymi nie przyniosły jak dotąd 

zadowalających efektów. W latach 2018-2020 Europejska Agencja Leków (ang. 

European Medicines Agency – EMA) dopuściła zaledwie sześć oryginalnych, 

szerokospektralnych preparatów, aktywnych wobec bakteryjnych patogenów 

priorytetowych: dwie kombinacje β-laktamów z inhibitorami β-laktamaz 

(imipenem/relebaktam – Recarbrio® oraz meropenem/waborbaktam – Vaborem®), 

pierwszy antybiotyk sideroforowy (cefiderokol – Fetroja®), nowy fluorochinolon 

(delafloksacynę – Quofenix®), nową tetracyklinę (erawacyklinę – Xerava®) i pierwszą 

pleuromutylinę do stosowania ogólnego (lefamulinę – Xenleta®). Ich właściwości 

dokładnie scharakteryzowano w przeglądowej Publikacji P1 [94], wchodzącej w skład 

cyklu publikacji stanowiących niniejszą rozprawę doktorską. W tym samym czasie 

amerykańska Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration – FDA) 

zarejestrowała dodatkowo jeszcze jedną tetracyklinę (omadacyklinę – Nuzyra®) 

i aminoglikozyd nowej generacji (plazomycynę – Zemdri®) [38]. 
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Tabela 1. Szczepy chorobotwórczych bakterii i grzybów o krytycznym, wysokim 

i średnim priorytecie wg WHO [91,92].  

 

Bakterie Grzyby 

priorytet krytyczny 

• Acinetobacter baumannii oporne na karbapenemy;  

• Pseudomonas aeruginosa oporne na karbapenemy;  

• Enterobacterales oporne na karbapenemy; 

• Enterobacterales oporne na cefalosporyny III 

generacji; 

• Mycobacterium tuberculosis; 

• Cryptococcus neoformans  

• Candida auris  

• Aspergillus fumigatus  

• Candida albicans 

 

priorytet wysoki 

• Staphylococcus aureus oporne na metycylinę; 

• Staphylococcus aureus oporne na wankomycynę; 

• Enterococcus faecium oporne na wankomycynę;  

• Helicobacter pylori oporne na klarytromycynę; 

• Campylobacter spp. oporne na fluorochinolony; 

• Salmonella spp. oporne na fluorochinolony;  

• Neisseria gonorrhoeae oporne na fluorochinolony 

i cefalosporyny III generacji 

• Nakaseomyces glabrata  

(Candida glabrata) 

• Histoplasma spp. 

• eumycetoma causative 

agents 

• Mucorales 

• Fusarium spp.  

• Candida tropicalis  

• Candida parapsilosis 

 

priorytet średni 

• Streptococcus pneumoniae niewrażliwe na 

penicylinę 

• Haemophilus influenzae oporne na ampicylinę 

• Shigella spp. oporne na fluorochinolony 

• Scedosporium spp. 

• Lomentospora prolificans 

• Coccidioides spp. 

• Pichia kudriavzeveii  

(Candida krusei) 

• Cryptococcus gattii 

• Talaromyces marneffei 

• Pneumocystis jirovecii 

• Paracoccidioides spp. 
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Następny, oryginalny lek przeciwbakteryjny pojawił się dopiero w maju bieżącego 

roku na rynku amerykańskim, kiedy to FDA zarejestrowała kolejną kombinację  

β-laktamu z inhibitorem β-laktamaz: sulbaktam/durlobaktam pod nazwą Xacduro® [95]. 

Spośród w/w dziewięciu oryginalnych leków tylko jeden (cefiderokol) wykazuje istotną 

aktywność wobec wszystkich patogenów krytycznych. Kolejne cztery leki 

(meropenem/waborbaktam, imipenem/relebaktam, erawacyklina oraz plazomycyna) są 

aktywne tylko wobec szczepów Enterobacterales opornych na karbapenemy (ang. 

carbapenem-resistant Enterobacterales – CRE), natomiast sulbaktam/durlobaktam tylko 

wobec szczepów A. baumannii opornych na karbapenemy (ang. carbapenem-resistant 

A. baumannii – CRAB). Pozostałe trzy leki (delafloksacyna, lefamulina i omadacyklina) 

wykazują aktywność wobec patogenów o wysokim priorytecie, tj. enterokoków opornych 

na wankomycynę (ang. vancomycin-resistant enterococci – VRE) i szczepów S. aureus 

opornych na metycylinę (ang. methicillin-resistant S. aureus – MRSA) [38]. Kryteria 

innowacyjności WHO spełniają: meropenem/waborbaktam (nowa klasa chemiczna, 

prawdopodobnie także brak oporności krzyżowej), lefamulina (nowa klasa chemiczna do 

stosowania ogólnego) oraz prawdopodobnie cefiderokol (brak oporności krzyżowej) [94]. 

Najnowszym oryginalnym lekiem przeciwgrzybiczym do stosowania ogólnego na rynku 

amerykańskim jest rezafungina (Rezzayo®) – nowa echinokandyna, zarejestrowana 

w marcu 2023 do leczenia inwazyjnych kandydoz [96]. Rezafungina nie uzyskała jeszcze 

rejestracji na rynku europejskim, na którym ostatnim dopuszczonym, oryginalnym 

lekiem przeciwgrzybiczym do stosowania ogólnego pozostaje izawukonazol 

(Cresemba®) – przedstawiciel azoli, zarejestrowany zarówno przez EMA jak i FDA 

w 2015 roku do leczenia inwazyjnej aspergilozy oraz mukormykozy u pacjentów, 

u których leczenie amfoterycyną B nie jest wskazane [97,98].  

Przeprowadzona ostatnio przez WHO analiza leków przeciwbakteryjnych 

przechodzących aktualnie badania kliniczne wykazała, że nie odpowiadają one w pełni 

na najpilniejsze potrzeby [38]. W 2021 roku w badaniach klinicznych znajdowało się 

łącznie 45 nowych leków przeciwbakteryjnych. Spośród nich 12 wykazywało aktywność 

wobec M. tuberculosis, a kolejnych 27 wobec innych patogenów priorytetowych, z czego 

aż 13 stanowiły nowe kombinacje β-laktamów z inhibitorami β-laktamaz. Spośród 

27 leków aktywnych wobec patogenów priorytetowych tylko 6 spełniało co najmniej 

jedno kryterium innowacyjności, z czego zaledwie dwa były aktywne wobec patogenów 

o krytycznym priorytecie. Zdaniem WHO, podstawowym problemem jest zbyt niska 

innowacyjność leków przeciwbakteryjnych w badaniach klinicznych oraz 
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niewystarczająca liczba leków aktywnych wobec patogenów o krytycznym priorytecie 

[38]. W badaniach klinicznych znajduje się ponadto 8 nowych leków przeciwgrzybiczych 

do stosowania ogólnego. Wśród nich 3 związki to nowi przedstawiciele znanych grup,  

tj. dwa azole i jeden antybiotyk polienowy. Pozostałe 5 związków to leki innowacyjne – 

jeden jest przedstawicielem nowej grupy triterpenoidów (o tym samym co echinokandyny 

mechanizmie działania, zrejestrowany już w 2019 roku do leczenia grzybicy pochwy), 

natomiast kolejne 4 związki wykazują innowacyjny mechanizm działania [99-101].  

W badaniach przedklinicznych w 2021 roku znajdowało się łącznie 217 związków 

o właściwościach przeciwbakteryjnych, z których 69 wykazywało aktywność wobec 

opornych na karbapenemy szczepów P. aeruginosa (ang. carbapenem-resistant 

P. aeruginosa – CRPA), 50 wobec szczepów CRAB, a 60 wobec szczepów CRE. Aż 

95 związków wykazywało selektywną aktywność wobec określonych drobnoustrojów, 

w tym 21 związków wobec P. aeruginosa, 8 wobec A. baumannii, 15 wobec 

Enterobacterales, 19 wobec S. aureus i 20 wobec M. tuberculosis. Zwrócono również 

uwagę na stosunkowo wysoki poziom innowacyjności leków przeciwbakteryjnych 

w badaniach przedklinicznych [38]. Ostatnio opisano również wiele innowacyjnych pod 

względem struktury substancji przeciwgrzybiczych oraz wytypowano kilku kandydatów 

na nowe leki przeciwgrzybicze spośród substancji zarejestrowanych już z innymi 

wskazaniami, m. in. przeciwnowotworowy tamoxifen, przeciwdepresyjna sertralina oraz 

celekoksyb z grupy niesteroidowych leków przeciwzapalnych [100]. Dodatkowo, udało 

się wskazać nowe punkty uchwytu dla leków przeciwgrzybiczych, takie jak 

hemobiosynteza oraz synteza sfingolipidów. Jest to szczególnie cenne, zważywszy na 

znaczne podobieństwo komórek eukariotycznych grzybów do komórek ludzkich, 

utrudniające opracowanie skutecznego leku o niskim poziomie toksyczności dla 

człowieka [100].  

Mimo tak dużej liczby nowych, innowacyjnych substancji o aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej w badaniach przedklinicznych, liczba nowo zarejestrowanych 

leków oraz leków w badaniach klinicznych jest wciąż niewystarczająca. Istnieje zatem 

potrzeba przyspieszenia opracowywania nowych, przede wszystkim innowacyjnych, 

kandydatów na leki. W ostatnich latach duże zainteresowanie jako źródło takich 

substancji wzbudzają związki boroorganiczne. 
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4.3. Bor i jego związki w medycynie 

Bor to pierwiastek z grupy metaloidów, szeroko rozpowszechniony w naturze. Dla 

bakterii, grzybów i roślin jest niezbędnym mikroelementem. Jego rola w organizmach 

zwierzęcych nie jest w pełni poznana, aczkolwiek został on sklasyfikowany przez WHO 

jako pierwiastek „prawdopodobnie niezbędny” dla człowieka. Uważa się, że jest istotny 

dla prawidłowego przebiegu gospodarki wapniowej czy metabolizmu hormonów 

steroidowych [102,103]. Jako pierwiastek chemiczny bor prezentuje szereg ciekawych 

właściwości. Pusty orbital p powoduje, że jest on silnym kwasem Lewisa oraz 

elektrofilem, zdolnym do tworzenia wiązań koordynacyjnych z nukleofilami, takimi jak 

grupy hydroksylowe i aminowe obecne w białkach, węglowodanach i kwasach 

nukleinowych. Powstanie takiego wiązania pociąga za sobą zmianę hybrydyzacji atomu 

boru z sp2 na sp3 oraz konwersję płaskiej, trójkątnej struktury obojętnej do tetraedrycznej 

struktury anionowej. W przypadku wielu jego związków jest to możliwe także 

w warunkach fizjologicznego pH. Stwarza to szerokie możliwości ich zastosowania 

w medycynie, m. in. do inhibicji różnych enzymów. Obecność boru w cząsteczce 

związku odpowiada za jego interakcję z miejscem aktywnym enzymu, natomiast siłę 

i selektywność jej wiązania z cząsteczkami docelowymi można modulować, 

wprowadzając odpowiednie modyfikacje strukturalne [104,105]. Związki boru obecne są 

w medycynie od lat. Antyseptyczne właściwości prostego kwasu borowego zaczęto 

wykorzystywać już w XIX wieku i do dziś jest to zarówno popularny konserwant oraz 

składnik antyseptycznych preparatów do stosowania zewnętrznego [105,106]. Mimo to, 

związki boru przez wiele lat były pomijane jako źródło substancji leczniczych do 

stosowania ogólnego ze względu na domniemaną toksyczność tego pierwiastka. 

Ostatecznie jednak wykazano, że bor nie jest toksyczny per se, a toksyczność niektórych 

jego związków wynika z ich indywidualnej struktury i mechanizmu działania [104,105].  

Brak toksyczności oraz opisane powyżej, interesujące właściwości boru sprawiły, 

że jego związki, przede wszystkim te boroorganiczne (tj. zawierające wiązanie bor-

węgiel), to w chwili obecnej niezwykle liczna grupa, w której intensywnie poszukuje się 

nowych substancji o aktywności biologicznej. Wśród badanych pochodnych można 

wyróżnić związki niecykliczne (alifatyczne i aromatyczne kwasy boronowe oraz ich estry 

i hemiestry) jak również związki boraheterocykliczne (zawierające w pierścieniu poza 

borem i węglem także inny atom, np. tlen, azot czy krzem), np. cykliczne estry i hemiestry 

kwasów boronowych (nazywane czasem cyklicznymi kwasami boronowymi), 

benzoksaborole, benzosiloksaborole, diazaboryny, oksadiazaborole i oksazaborolidyny 
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(Rycina 2) [104-107]. Wśród związków boraheterocyklicznych największą 

i najintensywniej badaną grupę stanowią benzoksaborole – cykliczne hemiestry kwasu  

2-(hydroksymetylo)fenyloboronowego, których cząsteczka składa się z pierścienia 

benzenowego skondensowanego z pięcioczłonowym pierścieniem oksaborolu [108]. Ich 

strukturalnymi analogami są benzosiloksaborole, zawierające atom krzemu w miejscu 

jednego atomu węgla w pierścieniu oksaborolu [109,110]. W odróżnieniu od 

niecyklicznych kwasów boronowych wiązanie bor-węgiel w pierścieniu oksaborolu jest 

mniej podatne na hydrolizę. Dodatkowo, benzoksaborole charakteryzują się znacznie 

niższą kwasowością niż kwasy boronowe, co przekłada się na ich lepszą rozpuszczalność 

w wodzie przy fizjologicznym pH oraz łatwiejsze tworzenie wiązań z biologicznymi 

nukleofilami, a co za tym idzie na większą aktywność terapeutyczną. Dalsze obniżenie 

kwasowości benzoksaboroli można uzyskać między innymi poprzez wprowadzenie 

atomu krzemu do pierścienia oksaborolu [111,112]. 

 

Rycina 2. Grupy związków boroorganicznych, których przedstawiciele wykazują  

aktywność przeciwbakteryjną lub przeciwgrzybiczą. 
 

 

 

Wśród dotąd otrzymanych związków boroorganicznych uzyskano liczne pochodne 

o działaniu m. in. przeciwnowotworowym, przeciwzapalnym, przeciwbakteryjnym, 

przeciwgrzybiczym, przeciwwirusowym i przeciwpasożytniczym [104-107]. Pierwszym 
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borooganicznym lekiem był bortezomib (Velcade®) – dipeptydowy kwas boronowy, 

zarejestrowany w 2003 przez FDA, a w 2004 roku przez EMA do leczenia szpiczaka 

mnogiego i chłoniaka z komórek płaszcza [107,113]. Kolejny lek z tej samej grupy i o tym 

samym wskazaniu (iksazomib) został zarejestrowany przez FDA w 2015, a przez EMA 

w 2016 roku pod nazwą Ninlaro® [107,113]. W następnych latach FDA zarejestrowała 

również pierwsze benzoksaborole do stosowania miejscowego – w 2014 roku tawaborol 

(Kerydin®) do leczenia grzybicy paznokci, a w 2017 crisaborol (Eucrisa®) do leczenia 

atopowego zapalenia skóry [104]. Pierwszym boroorganicznym związkiem 

przeciwbakteryjnym zarejestrowanym jako lek do stosowania ogólnego u ludzi był 

natomiast opisany w przeglądowej Publikacji P1 waborbaktam (w kombinacji 

z meropenemem) [94]. Sukces tawaborolu i waborbaktamu w połączeniu 

z innowacyjnością struktury związków boroorganicznych jako leków 

przeciwdrobnoustrojowych sprawiły, że ich właściwości przeciwgrzybicze 

i przeciwbakteryjne są w ostatnich latach intensywnie badane, a wśród uzyskanych 

pochodnych znajdują się zarówno związki o wysokiej aktywności bezpośredniej wobec 

grzybów i bakterii (także szczepów priorytetowych wg WHO) jak i związki zdolne do 

inhibicji bakteryjnych β-lakatamaz. Najbardziej obiecujące właściwości 

przeciwdrobnoustrojowe wykazano jak dotąd dla kwasów boronowych, benzoksaboroli 

i benzosiloksaboroli [104,107].  

 

4.3.1. Boroorganiczne inhibitory β-laktamaz  

Znanym sposobem przywracania skuteczności antybiotyków β-laktamowych 

wobec bakterii wytwarzających inaktywujące je enzymy (β-laktamazy) jest ich 

podawanie razem z odpowiednim inhibitorem β-laktamaz (ang. β-lactamses inhibitor – 

BLI). Pierwsze tego typu związki, tj. kwas klawulanowy, sulbaktam, tazobaktam, oparte 

na szkielecie β-laktamowym, pojawiły się na rynku już w latach 80. i 90. XX wieku [37]. 

Nie wykazują one jednak aktywności wobec najistotniejszych obecnie β-laktamaz,  

tj. karbapenemaz. Wytwarzanie karbapenemaz jest jedną z głównych przyczyn oporności 

patogenów krytycznych wg WHO [32]. Najistotniejsze klinicznie karbapenemazy 

pałeczek Gram-ujemnych należą, zgodnie z klasyfikacją Amblera [114], do klasy 

A (przede wszystkim enzymy typu KPC – ang. Klebsiella pneumoniae carbapenemase, 

spośród których najbardziej rozpowszechnione na świecie są warianty KPC-2 i KPC-3), 

klasy B (tzw. metalo-β-laktamazy, np. z rodzin NDM – ang. New Delhi metallo-β-

lactamase oraz VIM – ang. Verona integron-encoded metallo-β-lactamase) i klasy 
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D (enzymy z grupy CHDL – ang. carbapenem-hydrolyzing class D β-lactamases, 

o zachowanej aktywności oksacylinaz z rodziny OXA) [32]. Rzadsze są karbapenemazy 

z klasy C, jak np. enzym ADC-68 u A. baumannii [115,116]. Dużym problemem 

klinicznym jest także oporność bakterii o krytycznym priorytecie na cefalosporyny III 

generacji, co związane jest z wytwarzaniem należących do klasy A β-laktamaz 

o rozszerzonym spektrum substratowym (ang. extended-spectrum β-lactamases–ESBL), 

np. typu CTX-M lub z nadprodukcją cefalosporynaz z klasy C (enzymów AmpC), 

zarówno chromosomalnych (cAmpC) jak i kodowanych plazmidowo (pAmpC, np. 

enzymu CMY-2) [117,118]. Dopiero w ostatnich latach wprowadzono do lecznictwa kilka 

nowych, nie-β-laktamazowych inhibitorów diazabicyklooktanowych (awibaktam, 

relebaktam oraz durlobaktam) i boroorganicznych (waborbaktam), których spektrum 

obejmuje także niektóre karbapenemazy z klasy A, w tym enzymy typu KPC [94,119] oraz 

z klasy D [95]. Jednakże enzymy z klasy B są wciąż poza spektrum inhibitorów 

dopuszczonych do stosowania w lecznictwie [38,119]. 

Odwracalne hamowanie penicylinazy Bacillus cereus przez kwas borowy, 

fenyloboronowy (ang. phenylboronic acid – PBA) oraz meta-aminofenyloboronowy 

opisano już w latach 70. XX wieku [120]. Dwa ostatnie kwasy są wciąż wykorzystywane 

w rekomendowanych przez Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrażliwości (ang. 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing – EUCAST) fenotypowych 

metodach wykrywania szczepów pałeczek Gram-ujemnych wytwarzających enzymy 

typu KPC [121]. Kwasy boronowe nazywane są często inhibitorami stanu przejściowego 

(ang. boronic acid transition state inhibitors–BATSIs), ponieważ atom boru naśladując 

karbonylowy atom węgla pierścienia β-laktamowego tworzy tetrahedralny addukt 

z seryną w centrum katalitycznym β-laktamaz, przypominający stan przejściowy 

w reakcji hydrolitycznej. W efekcie związki te działają jako kompetycyjne, odwracalne 

inhibitory β-laktamaz serynowych [122,123]. W ostatnich latach prace badawczo-

rozwojowe koncentrowały się przede wszystkim na syntezie kwasów boronowych 

o bardziej rozbudowanej strukturze, zapewniającej większą selektywność wobec 

bakteryjnych β-laktamaz oraz niższą toksyczność – otrzymano wiele pochodnych 

(zarówno niecyklicznych jak i cyklicznych) o obiecującej aktywności [113,123]. Ponadto 

opisano również boroorganiczne inhibitory β-laktamaz z grupy benzoksaboroli [124-126] 

oraz benzosiloksaboroli [110].  
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4.3.1.1. Cykliczne kwasy boronowe jako inhibitory β-laktamaz 

 Pierwszym wprowadzonym do lecznictwa inhibitorem β-laktamaz z grupy tzw. 

cyklicznych kwasów boronowych jest opisany w przeglądowej Publikacji P1 

waborbaktam, tj. kwas 2-[(3R,6S)-2-hydroksy-3-[(2-tiofen-2-ylacetyl)amino] 

oksaborinan-6-yl]octowy (Rycina 3) [94,127]. Jest to monocykliczny inhibitor enzymów 

z klasy A (enzymów ESBL z rodzin CTX-M, TEM i SHV, karbapenemaz typu KPC 

i SME) oraz klasy C (enzymów AmpC), ale bez aktywności inhibicyjnej wobec  

β-laktamaz z klasy B (np. z rodzin NDM, VIM) oraz D (np. OXA-48). Nie wykazuje on 

także bezpośredniej aktywności przeciwbakteryjnej w stężeniach terapeutycznych [94]. 

Stwierdzono, że waborbaktam skutecznie zwiększa aktywność meropenemu wobec 

szczepów CRE (z wyłączeniem szczepów produkujących metalo-β-laktamazy) ale nie 

wobec szczepów CRPA, CRAB czy Stenotrophomonas maltophilia [94]. Oporność na 

meropenem/waborbaktam jest zwykle związana z wytwarzaniem metalo-β-laktamaz, 

zaburzeniem wnikania waborbaktamu do komórki (mutacje w genach kodujących białka 

poryn takich jak OmpK35, OmpK36), lub nadprodukcją enzymów typu KPC, związanej 

ze zwiększeniem liczby kopii genów blaKPC w genomie bakteryjnym. Jak dotąd, nie 

opisano przypadku oporności szczepu wynikającej jedynie z mutacji w genach blaKPC 

[94,128]. Kombinacja meropenem/waborbaktam do stosowania dożylnego została 

zarejestrowana przez FDA 29 VIII 2017 roku (Vabomere®) [129], a przez EMA 20 XI 

2018 roku (Vaborem®) [130]. Wskazania tych leków obejmują leczenie powikłanych 

zakażeń układu moczowego (w tym odmiedniczkowego zapalenia nerek), powikłanych 

zakażeń w obrębie jamy brzusznej, szpitalnych zapaleń płuc (także respiratorowych 

zapaleń płuc) oraz zakażeń wywołanych tlenowymi drobnoustrojami Gram-ujemnymi 

u pacjentów dorosłych, z ograniczonymi możliwościami leczenia [131]. Ze względu na 

narastający problem zakażeń szczepami wytwarzającymi metalo-β-laktamazy podjęto 

również próby skojarzenia meropenemu/waborbaktamu z aztreonamem – 

monobaktamem rozkładanym przez szereg enzymów z klasy A, C oraz D (tzw. 

serynowych β-laktamaz), ale opornym na działanie metalo-β-laktamaz. Taka 

trójskładnikowa kombinacja wykazuje wysoką skuteczność in vitro wobec 

wielolekoopornych szczepów K. pneumoniae oraz E. coli wytwarzających zarówno 

enzymy typu NDM jak i enzymy typu ESBL lub KPC [94]. Istnieją również doniesienia 

o klinicznych sukcesach terapeutycznych wynikających ze stosowania takiej kombinacji 

w leczeniu zakażeń wywołanych szczepami produkującymi metalo-β-laktamazy, 

opornymi na kombinację ceftazydym/awibaktam [132,133].  
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Badania kliniczne przechodzą aktualnie trzy kolejne boroorganiczne inhibitory  

β-laktamaz oparte na farmakoforze cyklicznego kwasu boronowego (Rycina 3). Są to 

[38,134,135]:  

• taniborbaktam (wcześniej nazywany VNRX-5133) – aktualnie w fazie 3, 

testowany w kombinacji z cefepimem do podawania dożylnego 

w powikłanych zakażeniach dróg moczowych;  

• ledaborbaktam (wcześniej VNRX-5236) – aktualnie w fazie 1, testowany 

w kombinacji z ceftibutenem do podawania doustnego w leczeniu 

powikłanych zakażeń dróg moczowych; 

• kseruborbaktam (wcześniej QPX7728) – aktualnie w fazie 1, testowany 

w kombinacji z β-laktamem QPX2014 do podawania dożylnego oraz 

w kombinacji z β-laktamem QPX2015 do podawania dożylnego oraz 

doustnego. 

 

Rycina 3. Boroorganiczne leki o aktywności inhibitorów β-laktamaz. 
 

 

 

W porównaniu do waborbaktamu, taniborbaktam jest inhibitorem bicyklicznym, 

o znacznie szerszym spektrum substratowym, obejmującym zarówno serynowe  

β-laktamazy z klasy A (ESBL z rodzin SHV i CTX-M oraz karbapenemazy KPC-2 

i KPC-3), z klasy C (AmpC) oraz D (z grupy OXA-48), jak i metalo-β-laktamazy 

(z rodzin NDM, VIM, z wyłączeniem IMP). Taniborbaktam przywraca wrażliwość na 

cefepim zarówno szczepom CRE jak i CRPA [136-138]. Zmniejszoną wrażliwość na 
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kombinację cefepim/taniborbaktam stwierdzano u szczepów produkujących enzymy 

IMP, ze zmienionym białkiem PBP3, ze zmianami w strukturze poryn błony zewnętrznej 

(OmpK35, OmpK36) oraz z nadprodukcją pompy błonowej AcrAB [136,137]. Ostatnio 

wykazano jednak, że taniborbaktam nie hamuje aktywności enzymu NDM-9, różniącego 

się od enzymu NDM-1 zaledwie jednym aminokwasem [139]. Znaczne 

rozpowszechnienie szczepów wytwarzających NDM-9 [140], w połączeniu ze 

stwierdzonym niedawno rozpowszechnieniem heterooporności na 

cefepim/taniborbaktam wśród szczepów CRE wytwarzających metalo-β-laktamazy [141] 

grożą skróceniem okresu klinicznej skuteczności tego inhibitora wobec szczepów 

wytwarzających metalo-β-lakatamazy.  

Ledaborbaktam jest bicyklicznym inhibitorem enzymów typu ESBL (np. z rodzin 

CTX-M oraz SHV), cefalosporynaz z klasy C (np. P99 oraz CMY-2) oraz karbapenemaz 

z klasy A (typu KPC) i D (z grupy OXA-48). Nie jest jednak inhibitorem enzymów 

z klasy B, jak również nie wykazuje bezpośredniej aktywności przeciwbakteryjnej 

[134,142-144]. Skutecznie przywraca wrażliwość na ceftibuten wytwarzającym powyższe 

enzymy szczepom z rzędu Enterobacterales, a jego niewątpliwą zaletą jest możliwość 

podawania per os (w postaci proleku – etzadroksylu ledaborbaktamu, wcześniej 

nazywanego VNRX-7145). Stwarza to możliwości leczenia zakażeń wywołanych 

opornymi szczepami Enterobacterales bez konieczności hospitalizacji [134,142]. Częstość 

selekcji spontanicznych mutantów in vitro na stężeniach odpowiadających 4xMIC 

ceftibutenu w obecności 4 mg/l ledaborbaktamu jest niska (<10-10) [143], wciąż jednak 

brakuje szczegółowych danych dotyczących ewentualnych mechanizmów 

niespecyficznej oporności na ceftibuten/ledaborbaktam [134]. 

Najszersze spektrum aktywności spośród inhibitorów boroorganicznych wykazuje 

jak dotąd kseruborbaktam – także reprezentant inhibitorów bicyklicznych [127,135]. 

Hamuje on aktywność serynowych enzymów typu ESBL z klasy A (z rodzin CTX-M, 

SHV, TEM, VEB oraz PER), karbapenemaz z klasy A (z rodzin KPC, SME, NMCA oraz 

enzymów GES-20, VCC-1 i BKC-1), enzymów z klasy C (zarówno plazmidowych 

z rodzin CMY, FOX, MIR oraz DHA, jak i chromosomalnie kodowanych z rodzin PDC 

i ADC), oraz karbapenemaz z klasy D (z grupy OXA-48 u Enterobacterales oraz 

enzymów CHDL z rodzin OXA-23, OXA-24, OXA-72 oraz OXA-58 u A. baumannii). 

Ponadto, w jego spektrum działania jako inhibitora wchodzą metalo-β-laktamazy typu 

NDM, VIM, IMP oraz GIM, jak również enzym CcrA1 [145,146]. Kseruborbaktam 

przywracał wrażliwość na meropenem, cefepim, aztreonam szczepom CRE, na 
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meropenem szczepom CRAB oraz na meropenem, cefepim, ceftolozan i piperacylinę 

szczepom CRPA [145]. Rozważana jest zatem możliwość jego dopuszczenia do obrotu 

jako samodzielnego leku, do stosowania w terapii skojarzonej z różnymi β-lakatamami 

[145]. W przeciwieństwie do innych boroorganicznych inhibitorów β-laktamaz, 

kseruborbaktam wykazuje także umiarkowaną aktywność bezpośrednią wobec szczepów 

Enterobacterales (wartości MIC rzędu 16−32 mg/l) oraz A. baumannii (wartości MIC 

rzędu 16−64 mg/l), co jest wynikiem jego wiązania się z białkami PBP. W rezultacie 

kseruborbaktam działa synergistycznie z karbapenemami także wobec szczepów 

niewytwarzających karbapenemaz [135]. Wykazano również, że niespecyficzne 

mechanizmy oporności (takie jak zmniejszenie przepuszczalności błony zewnętrznej czy 

zwiększenie aktywnego usuwania z komórek bakteryjnych przez pompy błonowe) mają 

niewielki wpływ na aktywność kseruborbaktamu [147]. Poza wymienionymi powyżej 

związkami, wiele innych, cyklicznych inhibitorów boroorganicznych znajduje się 

aktualnie w różnych fazach badań przedklinicznych [123,148-151].  

 

4.3.1.2. Niecykliczne kwasy boronowe jako inhibitory β-laktamaz 

Bogatym źródłem substancji o aktywności inhibitorów β-laktamaz są także 

niecykliczne kwasy boronowe, zarówno alifatyczne jak i aromatyczne. Wśród nich 

uzyskano pochodne zdolne do hamowania aktywności enzymów z klasy A, np. PC1 [152], 

TEM-1 [152,153] oraz z rodzin SHV [154], GES [155], KPC [154-158] i CTX-M 

[122,153,158,159], jak również enzymów z klasy C, tj. cAmpC [152,153,155,158-164]. Ostatnio 

otrzymano także pochodne o aktywności inhibitora enzymów klasy D, tj. z rodzin OXA-

24 [158,164,165] oraz OXA-48 [166], a nawet klasy B, tj. z rodzin VIM [158,166] i NDM 

[158,166]. Niektóre związki charakteryzowały się szerokim spektrum hamowanych  

β-laktamaz, obejmującym zarówno enzymy klasy A jak i enzymy klasy C [153,158] lub 

klasy C oraz D [164]. Opisano nawet cząsteczki kwasów boronowych zdolne do 

hamowania enzymów należących do wszystkich czterech klas wg Amblera, włącznie 

z enzymami z klasy B np. VIM-2 i NDM-1 [166]. Wiele z tych związków było w stanie 

także zwiększać aktywność antybiotyków wobec bakterii wytwarzających określone  

β-laktamazy, w tym także wobec bakterii Gram-ujemnych, np. E. coli [154,155,157,158,163], 

K. pneumoniae [154,158], A. baumannii [158,163], P. aeruginosa [155,158]. Niestety, 

niektóre pochodne kwasów boronowych, zwłaszcza o rozbudowanej strukturze mimo 

dużego powinowactwa do β-laktamaz in vitro, nie były jednak w stanie zwiększać 

aktywności antybiotyków β-laktamowych wobec bakterii Gram-ujemnych, co 
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przypuszczalnie wynikało z niemożliwości ich wnikania do wnętrza komórek 

bakteryjnych. Błona zewnętrzna występująca u pałeczek Gram-ujemnych jest bowiem 

barierą, która chroni je przed wieloma antybiotykami, będąc częstą przyczyną braku 

skuteczności związków przeciwbakteryjnych [152,161,164-166].  

Mimo tak dużego zainteresowania kwasami boronowymi jako potencjalnymi 

inhibitorami β-laktamaz, prowadzone dotąd badania koncentrowały się na otrzymywaniu 

kolejnych pochodnych kwasu boronowego lub fenyloboronowego. Tymczasem 

interesującą grupą związków boroorganicznych są także kwasy di- oraz triboronowe, 

które dzięki obecności dodatkowych grup boronowych charakteryzują się zmniejszoną 

lipofilowością oraz kwasowością w porównaniu do związków monoboronowych. 

Aromatyczne kwasy di- oraz triboronowe są od dawna stosowane w syntezie organicznej 

[167,168], jednak dane o ich aktywności biologicznej są szczątkowe [169]. Jest to również 

grupa dotąd pomijana w pracach badawczo-rozwojowych nad nowymi lekami 

przeciwdrobnoustrojowymi. 

 

4.3.1.3. Benzoksaborole oraz benzosiloksaborole jako inhibitory β-laktamaz 

Boroorganiczne inhibitory β-laktamaz o strukturze benzoksaboroli [124,125] oraz 

benzosiloksaboroli [110] znajdują się aktualnie w fazie badań przedklinicznych. Jak dotąd 

wykazano, że wiele C6-heterofenylenoksy podstawionych benzoksaboroli w testach 

enzymatycznych hamuje aktywność enzymów z klasy A (CTX-M-9a oraz TEM-1), jak 

również z klasy C (cAmpC oraz CMY-2), a najbardziej aktywne z nich już w stężeniu 

8 mg/l przywracały wrażliwość na ceftazydym szczepowi Enterobacter cloacae cAmpC-

dodatniemu oraz E. coli CMY-2-dodatniemu [125]. Dalsze modyfikacje strukturalne 

doprowadziły do otrzymania innych, 6-fenylenoksy podstawionych pochodnych, które 

w testach enzymatycznych poza enzymami z klasy A (TEM-1, CTX-M-15 oraz 

karbapenemazy KPC-2) i z klasy C (P99 czy cAmpC), hamowały także aktywność 

karbapenemazy OXA-24 z klasy D. Najbardziej aktywny był 6-tiadiazoloksy 

podstawiony benzoksaborol, który już w stężeniu 4 mg/l zwiększał aktywność cefepimu 

wobec klinicznych szczepów E. coli i K. pneumoniae wytwarzających różne β-laktamazy, 

w tym KPC-2 [124]. Ostatnio otrzymano natomiast 3-fenylenobenzoksaborole o szerokim 

spektrum inhibicji, obejmującym w testach enzymatycznych zarówno enzymy serynowe 

(m. in. KPC-2) jak i metalo-β-laktamazę NDM-1. Najbardziej aktywny inhibitor 

zwiększał także aktywność meropenemu wobec szczepów E. coli KPC-2-dodatnich [126]. 
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Spośród benzosiloksaboroli największą aktywność wykazywała jak dotąd 

pochodna zawierająca grupę B(OH)2 w pozycji 6. Związek ten już w stężeniu 16 mg/l 

powodował znaczącą (tj. minimum 4-krotną) redukcję wartości MIC meropenemu 

u szczepów E. coli i K. pneumoniae wytwarzających enzymy KPC-2 oraz KPC-3, jak 

również ceftazydymu u szczepów wytwarzających cAmpC (P. aeruginosa) i CMY-2 

(E. coli i K. pneumoniae). Dokowanie molekularne potwierdziło, że jego forma 

dianionowa tworzy silne wiązania z enzymem KPC-2 [110]. Analogiczne 

benzosiloksaborole zawierające grupę B(OH)2 w pozycji 5 lub 7 nie były natomiast 

aktywne [110]. Umiarkowaną aktywność inhibitorów enzymu CMY-2 wykazywały 

również benzosiloksaborole podstawione atomami fluoru w pozycji 6 i 7, oraz dwa 

związki o unikatowej strukturze, zawierające dodatkowy pierścień oksaborolu 

skondensowany z pierścieniem benzenowym benzosiloksaborolu. Pochodne te, dodane 

w ilości 300 μg na krążek z 30 μg ceftazydymu znacząco powiększały strefę 

zahamowania wzrostu szczepu E. coli CMY-2-dodatniego w porównaniu do krążka 

z samym antybiotykiem [110].  

 

4.3.2. Boroorganiczne związki o bezpośredniej aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej 

Związki boroorganiczne są także bogatym źródłem substancji o bezpośredniej 

aktywności przeciwbakteryjnej oraz przeciwgrzybiczej. Najwięcej związków o wysokiej 

bezpośredniej aktywności przeciwdrobnoustrojowej uzyskano w grupie benzoksaboroli 

oraz benzosiloksaboroli. Spośród innych związków boroorganicznych najwięcej 

doniesień dotyczyło potencjału przeciwdrobnoustrojowego niektórych kwasów 

boronowych i diazaboryn, rzadko oksadiazaboroli czy oksazaborolidyn [104,107].  

 

4.3.2.1. Mechanizmy bezpośredniego działania przeciwdrobnoustrojowego związków 

boroorganicznych 

Najczęściej opisywanym mechanizmem działania przeciwdrobnoustrojowego 

związków boroorganicznych jest hamowanie syntezy białek poprzez blokownie 

aktywności syntetazy leucylo-tRNA (ang. leucyl-tRNA synthetase - LeuRS) – enzymu 

odpowiedzialnego za przyłączanie leucyny do tRNA, należącego do grupy 20 syntetaz 

aminoacylo-tRNA, specyficznych dla każdego z 20 aminokwasów [170]. Uchodzą one za 

dobry cel terapeutyczny dla nowych leków przeciwdrobnoustrojowych, przede 

wszystkim ze względu na znaczne różnice między enzymami występującymi u ssaków, 
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a ich odpowiednikami u bakterii i grzybów [170]. Przykładem antybiotyku o takim 

mechanizmie działania jest mupirocyna, będąca inhibitorem syntetazy izoleucylo-tRNA. 

Lek ten nie jest jednak zarejestrowany do stosowania ogólnego ze względu na swój profil 

farmakokinetyczny [170]. Po raz pierwszy hamowanie aktywności LeuRS opisano dla 

benzoksaboroli, które tworzą stabilne „spiroaddukty” z kompleksem LeuRS-tRNA, 

uniemożliwiając tRNA zarówno opuszczenie tego kompleksu jak i przemieszczenie się 

do centrum aktywnego enzymu. Ten specyficzny mechanizm inhibicji LeuRS nazwano 

pułapkowaniem tRNA oksaborolem (ang. oxaborole tRNA-trapping - OBORT) [171]. 

Leki przeciwdrobnoustrojowe hamujące LeuRS spełniają kryteria innowacyjności 

wg WHO (nowy mechanizm działania) [38]. Rzadziej opisywane są inne niż LeuRS 

punkty uchwytu benzoksaboroli o bezpośrednim działaniu przeciwdrobnoustrojowym, 

takie jak: (I) dehydrogenaza NADH u M. tuberculosis w przypadku 7-fenyloben-

zoksaboroli [172], (II) zaangażowana w syntezę kwasów tłuszczowych reduktaza enoilo-

ACP (ang. acyl carrier protein– białko nośnikowe grup acylowych) u E. coli 

w przypadku 6-benzyloksybenzoksaboroli [173], oraz (III) anhydrazy węglanowe u Vibrio 

cholerae w przypadku benzoksaboroli podstawionych mocznikiem lub tiomocznikiem 

w pozycji 6 [174]. Inhibitorami reduktazy enoilo-ACP są także niektóre diazaboryny 

[105,107]. Niewiele wiadomo jak dotąd o molekularnych mechanizmach działania innych 

grup związków boroorganicznych o bezpośredniej aktywności przeciwdrobnoustrojowej. 

 

4.3.2.2. Benzoksaborole i benzosiloksaborole o bezpośrednim działaniu 

przeciwdrobnoustrojowym 

Jedynym zarejestrowanym już lekiem boroorganicznym o bezpośredniej 

aktywności przeciwdrobnoustrojowej jest w chwili obecnej tawaborol (wcześniej 

o nazwie AN2690), tj. 5-fluoro-1,3-dihydro-1-hydroksy-2,1-benzoksaborol (Rycina 4). 

Jego 5% roztwór do stosowania miejscowego (Kerydin®) został dopuszczony w 2014 

roku przez FDA do leczenie grzybicy płytki paznokcia wywoływanej przez dermatofity 

Trichophyton rubrum i Trichophyton mentagrophytes [175]. Zasadniczą trudnością 

w opracowywaniu leków skutecznych w tym schorzeniu jest konieczność ich 

przeniknięcia do płytki paznokcia. Tawaborol, z uwagi na swoje niewielkie rozmiary, 

bardzo dobrze przenika do tego kompartmentu, osiągając zarówno w płytce jak i łożysku 

paznokcia stężenia przekraczające wartości minimalnych stężeń grzybobójczych (ang. 

minimal fungicidal concentration – MFC) [175]. W warunkach in vitro tawaborol 

wykazuje szerokie spektrum aktywności – w stężeniach 0,25−2 mg/l hamuje wzrost 
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szczepów Candida spp., Malassezia spp., Microsporum spp., Trichophyton spp., 

Crypococcus neoformans oraz A. fumigatus. Zakres wartości MIC dla klinicznych 

izolatów T. rubrum i T. mentagrophytes wynosił 1−32 mg/l, a wartości MFC wynosiły 

2−>32 mg/l [175,176]. Wykazuje on również umiarkowaną aktywność wobec bakterii 

Gram-dodatnich (zakres wartości MIC 12,5–200 mg/l), Gram-ujemnych pałeczek 

niefermentujących (zakres wartości MIC 6,25–400 mg/l) oraz pałeczek z rzędu 

Enterobacterales (zakres wartości MIC 6.25–100 mg/l) [175,177]. Mechanizm działania 

tawaborolu polega na hamowaniu aktywności LeuRS [171]. Oporność na tawaborol 

powstaje w następstwie mutacji w genie kodującym LeuRS ale jak dotąd nie wiązała się 

ona z opornością krzyżową na inne leki przeciwgrzybicze. Częstość selekcji 

spontanicznych, jednostopniowych mutantów T. rubrum przy stężeniu 4xMIC 

tawaborolu kształtowała się na poziomie ok. 10-8 
[178]. Wykazano, że do selekcji 

opornych na tawaborol mutantów może dochodzić także w stężeniach subinhibitorowych 

(0,5xMIC). Zważywszy jednak na osiągane w trakcie terapii wysokie stężenia w miejscu 

infekcji oraz brak oporności krzyżowej uznano, że tawaborol może być z powodzeniem 

stosowany w leczeniu grzybicy paznokci [178]. Ostatnio wykazano również 

synergistyczne oddziaływanie tawaborolu z aminoglikozydami wobec szczepów E. coli 

[179]. Zważywszy na niską toksyczność tawaborolu po podaniu ogólnym, może on być 

rozważany jako kandydat do zastosowania w systemowej, skojarzonej terapii 

przeciwbakteryjnej [179]. 

 

Rycina 4. Boroorganiczne leki o bezpośredniej aktywności przeciwbakteryjnej lub 

przeciwgrzybiczej. 
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W chwili obecnej w fazie badań klinicznych znajdują się dwa boroorganiczne 

związki (benzoksaborole) o bezpośredniej aktywności przeciwdrobnoustrojowej, a ściślej 

przeciwprątkowej – GSK3036656 (nazywany także GSK656) [180,181] oraz epetraborol 

(wcześniej GSK2251052 oraz AN3365) [182,183]. Ich struktury przedstawiono na  

Rycinie 4. Obydwa związki są inhibitorami LeuRS o wysokiej aktywności zarówno 

wobec prątków gruźliczych (M. tuberculosis) jak i niegruźliczego prątka Mycobacterium 

abscessus – wewnątrzkomórkowego patogenu o wysokim poziomie naturalnej oporności 

na znane antybiotyki, wywołującego groźne infekcje u pacjentów z mukowiscydozą [180-

183]. GSK656 jest aktualnie testowany w fazie 2 badań klinicznych jako lek 

przeciwgruźliczy [180,181]. Z kolei epetraborol, z racji większej aktywności wobec 

M. abscessus niż M. tuberculosis, jest testowany (aktualnie w fazie 3) jako lek na choroby 

wywoływane przez prątki niegruźlicze [182,183]. Ostatnio wykazano również 

synergistyczne wobec M. abscessus działanie epetraborolu z norwaliną (niebiałkowym 

aminokwasem), która nie tylko zmniejsza częstość selekcji opornych mutantów in vitro, 

ale także nasila działanie epetraborolu in vivo. Wykazano, że zmieniona LeuRS mutantów 

opornych na epetraborol wykorzystuje norwalinę zamiast leucyny do syntezy białek, co 

jest dla tych mutantów toksyczne [184]. Ponadto aktywność przeciwprątkową na etapie 

badań przedklinicznych wykazuje wiele innych benzoksaboroli [172,185,186]. 

Epetraborol był już wcześniej testowany w badaniach klinicznych jako lek 

przeciwbakteryjny do stosowania ogólnego w powikłanych zakażeniach dróg 

moczowych oraz powikłanych zakażeniach wewnątrzbrzusznych [187,188]. W warunkach 

in vitro jest on wysoce skuteczny wobec szczepów Enterobacterales (także KPC-

dodatnich), P. aeruginosa (także opornych na karbapenemy), A. baumannii oraz 

S. maltophilia [188]. Badania kliniczne zostały jednak przerwane na etapie fazy 2 ze 

względu na gwałtowne narastanie oporności – już drugiego dnia leczenia izolaty E. coli 

pobrane od czterech pacjentów wykazywały minimum 32-krotny wzrost wartości MIC 

epetraborolu. Wykazano, że powstały one w wyniku mutacji w genie kodującym LeuRS. 

Tak krótki czas od rozpoczęcia terapii do zdominowania populacji szczepu wyjściowego 

przez komórki lekoopornych mutantów był zaskakujący, bowiem u szczepów 

izolowanych od pacjentów nie stwierdzono zwiększonej częstości selekcji 

jednostopniowych mutantów w porównaniu do szczepów badanych wcześniej in vitro 

[187]. Dopiero ostatnio wykazano, że uzyskiwane in vivo stężenia epetraborolu oscylują 

w zakresie MSW [189]. Przypadek epetraborolu dobitnie podkreślił konieczność 

udoskonalenia metod przedklinicznych badań in vitro oceniających potencjał do 
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selekcjonowania oporności przez nowe związki, tak by lepiej przewidywały selekcję 

oporności in vivo [187].  

Mimo tego niepowodzenia, benzoksaborole są w dalszym ciągu przedmiotem 

licznych, przedklinicznych prac badawczo-rozwojowych nad nowymi lekami 

przeciwdrobnoustrojowymi. Przechodzi je m. in. analog epetraborolu –DS86760016, 

także będący inhibitorem LeuRS [189]. Wykazuje on wysoką aktywność wobec szerokiej 

gamy wielolekoopornych bakterii Gram-ujemnych – wartości MIC dla szczepów 

Enterobacterales, P. aeruginosa i S. maltophilia kształtują się na poziomie 0,25−2 mg/l. 

Związek ten nie hamuje wzrostu szczepów A. baumannii, Bacteroides spp. ani bakterii 

Gram-dodatnich [189,190]. Częstość selekcji opornych na niego mutantów na stężeniu 

4xMIC była porównywalna do epetraborolu (rzędu 10-8 do 10-6 dla szczepów 

P. aeruginosa, E. coli i K. pneumoniae), podobnie jak wartości MPC obu związków dla 

szczepów E. coli i K. pneumoniae. Natomiast wartości MPC benzoksaborolu 

DS86760016 dla P. aeruginosa były co najmniej 8-krotnie niższe niż w przypadku 

epetraborolu [189]. Właściwości farmakokinetyczne DS86760016 pozwalają jednak na 

uzyskanie in vivo stężeń powyżej wartości MPC w trakcie terapii – w efekcie nie 

izolowano opornych mutantów E. coli ani P. aeruginosa od myszy leczonych 

DS86760016. Uważa się zatem, że DS86760016 w znacznie mniejszym stopniu 

predysponuje do szybkiego narastania oporności w warunkach klinicznych [189]. Ostatnio 

wykazano także obiecującą aktywność tego związku in vitro wobec M. abscessus [191]. 

W badaniach przedklinicznych znajduje się ponadto wiele innych benzoksaboroli 

o obiecującej, bezpośredniej aktywności wobec bakterii takich jak E. coli [173], 

V. cholerae [174], S. pneumoniae [192,193], S. aureus (także MRSA) [194] oraz wobec 

grzybów [195].  

Wśród niedawno opisanych benzosiloksaboroli uzyskano z kolei pochodne 

o obiecującej aktywności przeciwgrzybiczej. Dla szczepów Candida spp. wartości MIC 

pochodnych podstawionych fluorem przy pierścieniu benzenowym wynosiły 0,78−200 

mg/l [109,110], a pochodnych podstawionych chlorem mieściły się w granicach  

3,12−25 mg/l [110]. Wiele benzosiloksaboroli wykazywało także bezpośrednią aktywność 

wobec bakterii Gram-dodatnich, zarówno z rodzaju Staphylococcus (zakres wartości MIC 

6,25−200 mg/l) jak i Enterococcus (zakres wartości MIC 25−>400 mg/l). Pochodne 

chlorowe były bardziej aktywne niż fluorowe wobec bakterii Gram-dodatnich. 

Największą aktywność wykazywały jednak benzosiloksaborole o unikatowej strukturze, 

zawierające dodatkowy pierścień oksaborolu skondensowany z pierścieniem 
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benzenowym benzosiloksaborolu. Hamowały one wzrost szczepów S. aureus 

i S. epidermidis już w stężeniach 3,12−6,25 mg/l [110]. Jednocześnie związki te nie 

wykazywały istotnej aktywności przeciw bakteriom Gram-ujemnym, prawdopodobnie 

bowiem są substratami dla pomp błonowych tych pałeczek [110]. 

 

4.3.2.3. Kwasy boronowe i inne związki boroorganiczne o bezpośredniej aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej 

Kwasy boronowe mogą również wykazywać bezpośrednie działanie 

przeciwdrobnoustrojowe. Ostatnio opisano bis(indolilo)metanową pochodną kwasu 

boronowego o wysokiej aktywności wobec szczepu MRSA (MIC 3,91 mg/l). Dokowanie 

molekularne wykazało, że jego prawdopodobny mechanizm działania może być 

związany z hamowaniem aktywności LeuRS, aczkolwiek działanie bakteriobójcze tego 

związku sugeruje istnienie także dodatkowego mechanizmu działania. Możliwe, że 

związek ten oddziałuje na ścianę komórkową bakterii Gram-dodatnich, wykazywał 

bowiem powinowactwo do warstwy peptydoglikanu [196]. Rzadziej opisywane są kwasy 

fenyloboronowe o bezpośrednim działaniu przeciwdrobnoustrojowym, jak np. kwasy 

(trifluorometoksy)fenyloboronowe o niskiej aktywności wobec E. coli i B. cereus (zakres 

wartości MIC 125–>500 mg/l) [197] oraz kwas 5-trifluorometylo-2-

formylofenyloboronowy o umiarkowanej aktywności wobec B. cereus (MIC 8 mg/l) 

i niskiej wobec E. coli (MIC 125 mg/l), Aspergillus niger (MIC 32 mg/l) oraz C. albicans 

(MIC 50 mg/l) [198]. Dokowanie molekularne wykazało, że prawdopodobny mechanizm 

działania tych związków również polega na hamowaniu aktywności LeuRS [197,198]. 

Kwasy boronowe mogą także działać jako inhibitory błonowych pomp MDR. 

Wykazano, że kwasy 6-(fenyleno)alkoksypirydyno-3-boronowe hamują aktywność 

pompy NorA u S. aureus [199,200]. Pompa ta jest odpowiedzialna m. in. za usuwanie 

z komórki bakteryjnej fluorochinolonów, a nadekspresja genu norA wśród szczepów 

MRSA jest częsta. Szczepy o takim mechanizmie oporności na fluorochinolony stanowią 

istotny problem kliniczny. W obecności niektórych kwasów 6-(fenyleno)-

alkoksypirydyno-3-boronowych w stężeniu 16 mg/l wartości MIC cyprofloksacyny oraz 

norfloksacyny szczepów MRSA ulegały 4-8-krotnej redukcji. Jednocześnie związki te 

nie wykazywały bezpośredniej aktywności wobec badanych szczepów. Wykazano, że dla 

uzyskania aktywności inhibitora błonowych pomp NorA u tych związków niezbędna jest 

obecność boru oraz podstawnika w pozycji para w stosunku do grupy B(OH)2 [199,200].  
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Spośród innych grup związków boroorganicznych bezpośrednią aktywność 

przeciwdrobnoustrojową wykazują m. in. diazaboryny [105,107]. Niektóre z nich hamują 

wzrost szczepów E. coli (wartości MIC 2−16 mg/l), Mycobacterium smegmatis (MIC 

najbardziej aktywnej pochodnej 4 mg/l) oraz M. tuberculosis (MIC 4 mg/l dla najbardziej 

aktywnego związku). Mechanizm działania tych związków wynika z hamowania 

reduktazy enoilo-ACP [105,107]. Opisano także kilka związków z grupy oksadiazaboroli 

aktywnych wobec szczepów C. albicans (zakres wartości MIC 0,08−0,75 μM) i S. aureus 

(MIC 0,06 μM dla najbardziej aktywnej pochodnej) oraz z grupy oksazaborolidyn 

hamujących wzrost szczepów Streptococcus mutans (zakres wartości MIC 

0,53−6,75 μM) także w formie biofilmu [107].  

 

4.4. Podsumowanie części teoretycznej 

Narastanie oporności drobnoustrojów na antybiotyki i chemioterapeutyki jest 

naturalnym procesem, nierozerwalnie związanym z ich powszechnym stosowaniem oraz 

w większości przypadków nieodwracalnym. Utrata klinicznej skuteczności znanych 

leków przeciwdrobnoustrojowych jest zatem nieuchronna. Narastaniu oporności sprzyja 

powszechne i często niewłaściwe stosowanie antybiotyków oraz chemioterapeutyków 

w lecznictwie, aktualnie obowiązujące schematy dawkowania oraz ich wykorzystywanie 

w hodowli zwierząt i w rolnictwie. Poza działaniami mającymi na celu spowolnienie tego 

procesu (np. racjonalizacja antybiotykoterapii oraz ograniczenia w pozamedycznym 

stosowaniu antybiotyków), niezbędne jest także opracowywanie i wprowadzenie do 

lecznictwa wciąż nowych leków przeciwdrobnoustrojowych lub substancji 

przywracających skuteczność tych już znanych (np. przez łączne stosowanie z nowymi 

inhibitorami β-laktamaz). Liczba nowych leków tego typu w badaniach klinicznych oraz 

wprowadzonych do obrotu w ostatnich latach jest wciąż wysoce niewystarczająca. 

Szczególnie niepokojąca jest niewielka liczba leków skutecznych wobec patogenów 

priorytetowych oraz leków innowacyjnych. W badaniach przedklinicznych znajduje się 

natomiast ogromna liczba związków o obiecującym potencjale 

przeciwdrobnoustrojowym, także tych spełniających kryteria innowacyjności WHO, jak 

chociażby opisane powyżej związki boraheterocykliczne i kwasy boronowe. Jednym 

z największych wyzwań tego etapu badań pozostaje jednak wskazanie najlepszego 

kandydata do dalszych prac badawczo-rozwojowych spośród wielu pochodnych 

o podobnej strukturze i porównywalnej aktywności. Powinien to być związek nie tylko 
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wysoce aktywny, lecz również w jak najmniejszym stopniu generujący narastanie 

oporności w trakcie jego stosowania w lecznictwie. Metody wyznaczania parametrów 

in vitro charakteryzujących bezpośrednią aktywność przeciwdrobnoustrojową nowych 

związków, takich jak wartości MIC czy minimalne stężenie bakteriobójcze (ang. minimal 

bactericidal concentration – MBC) oraz MFC są dobrze wystandaryzowane i rutynowo 

stosowane. Te dobrze wystandaryzowane parametry nie są jednak bezpośrednio 

powiązane z narastaniem oporności drobnoustrojów. Wyzwaniem pozostaje zatem 

prawidłowe wyznaczenie w warunkach in vitro zakresu stężeń badanych związków, 

w których może dochodzić do selekcji opornych mutantów in vivo tj. okna selekcji 

opornych mutantów – parametru MSW. W chwili obecnej za górną granicę MSW 

przyjmuje się wartość MPC wyznaczaną metodą rozcieńczeń w agarze. Metoda ta 

implikuje jednak szereg trudności technicznych, uzyskiwane wartości MPC 

charakteryzują się niedostateczną powtarzalnością, a zakresy MSW wyznaczone in vitro 

nie zawsze są tożsame z zakresami obserwowanymi później in vivo. Nie udało się również 

wykorzystać parametru MPC jako podstawy do opracowania nowego, ograniczającego 

narastanie oporności schematu dawkowania antybiotyków. Istnieje więc pilna potrzeba 

zwiększenia precyzji metod in vitro określających potencjał kandydatów na leki 

przeciwdrobnoustrojowe do selekcjonowania oporności, jak również opracowania 

charakteryzujących go parametrów in vitro i metod ich wyznaczania. 
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5. Założenia i cele pracy  

 

Głównymi celami niniejszej pracy było: 

I. poszukiwanie wśród nowych pochodnych boraheterocyklicznych i kwasów 

aryloboronowych substancji przeciwdrobnoustrojowych, aktywnych wobec 

wielolekoopornych szczepów bakterii i grzybów drożdżopodobnych,  

a w konsekwencji wytypowanie nowych, potencjalnych kandydatów na leki 

lub interesujących struktur wyjściowych do syntezy nowych pochodnych 

o potencjalnie wysokiej aktywności przeciwdrobnoustrojowej; 

II. opracowanie nowego podejścia do oceny potencjału selekcjonowania 

oporności, wśród szczepów bakteryjnych przez związki przeciw-

drobnoustrojowe, możliwego do zastosowania na wczesnym etapie 

przedklinicznych badań in vitro (także nowych związków zawierających 

bor), w celu wskazania do dalszych prac związku wysoce aktywnego 

i również w jak najmniejszym stopniu generującego narastanie oporności 

w trakcie jego stosowania w lecznictwie. 

 

Cele główne były realizowane poprzez cele szczegółowe: 

1) Dokonanie przeglądu piśmiennictwa i analizy: 

a. oryginalnych leków przeciwbakteryjnych zarejestrowanych po publikacji listy 

patogenów priorytetowych WHO w celu ukierunkowania prac 

eksperymentalnych na najistotniejsze potrzeby; 

b. właściwości przeciwdrobnoustrojowych znanych związków borahetero-

cyklicznych i kwasów boronowych, w celu ustalenia możliwych kierunków 

i mechanizmów działania nowych związków z tych grup oraz zaprojektowania 

części eksperymentalnej pracy umożliwiającej ich zbadanie. 

2) Przeprowadzenie szerokich badań mikrobiologicznych nowo otrzymanych 

związków boraheterocyklicznych i kwasów aryloboronowych, obejmujących: 

a. oznaczenie bezpośredniej aktywności przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej 

wobec szczepów wzorcowych z gatunków istotnych klinicznie, także 

priorytetowych wg WHO;  

• dla nowych związków o aktywności porównywalnej z substancjami 

czynnymi znanych leków przeciwdrobnoustrojowych oznaczenie także 
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aktywności wobec szczepów klinicznych, o zdefiniowanych 

mechanizmach oporności;  

b. badania udziału pomp błonowych w aktywnym usuwaniu nowych związków 

z komórek bakteryjnych; 

c. badanie zdolności nowych związków do inhibicji najistotniejszych klinicznie  

β-laktamaz (karbapenemaz, cefalosporynaz, enzymów typu ESBL) wytwarzanych 

przez pałeczki Gram-ujemne; 

d. badania dodatkowe dla wybranych związków o najwyższej aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej (np. poszukiwanie synergistycznego oddziaływania ze 

znanymi antybiotykami). 

3) opracowanie nowej metodyki wyznaczania górnej granicy okna selekcji opornych 

mutantów, w oparciu o zaproponowane w niniejszej pracy doktorskiej nowe 

parametry, uwzględniające częstość selekcji opornych mutantów oraz ich potencjał do 

dominowania w populacji. 
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6. Omówienie wyników i dyskusja 

W niniejszej pracy poszukiwano nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych 

wśród 77 nowych związków, w tym 44 benzosiloksaboroli i pokrewnych heterocykli 

o rozszerzonym pierścieniu (Publikacje O1 i O2) oraz 33 kwasów aryloboronowych, 

głównie fenyloboronowych (29 związków) (Publikacja O4). Opracowano również 

metodę wyznaczania górnej granicy okna selekcji opornych mutantów in vitro 

wykorzystującą rozcieńczenia związku w podłożu płynnym, w oparciu o nowe parametry 

uwzględniające potencjał selekcjonowanych mutantów do dominowania w populacji oraz 

częstość ich selekcji – Publikacja O3. 

Badania były prowadzone w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki 

OPUS16 UMO-2018/31/B/ST5/00210 pt. „Poszukiwanie korelacji struktura-aktywność 

przeciwdrobnoustrojowa wybranych grup związków boraheterocyklicznych”, 

realizowanego przez konsorcjum Politechnika Warszawska (PW) – Warszawski 

Uniwersytet Medyczny (WUM), w latach 2019-2024. Syntezy i analizy chemiczne 

nowych związków były prowadzone przez zespół Pana Prof. dr hab. inż. Sergiusza 

Lulińskiego z PW, a analizy mikrobiologiczne przeprowadzano w ramach niniejszej 

pracy doktorskiej pod kierunkiem dr hab. Agnieszki E. Laudy w Zakładzie Mikrobiologii 

Farmaceutycznej i Bioanalizy WUM. Zgodnie z założeniami w/w projektu w pierwszym 

etapie do badań mikrobiologicznych otrzymywano związki, które stanowiły podstawową 

strukturę danej grupy oraz ewentualnie jej nieliczne pochodne. Na podstawie 

uzyskiwanych wyników aktywności mikrobiologicznej i ich analizy, podejmowane były 

decyzje o kierunkach dalszych syntez. W ten sposób otrzymywane, nowe pochodne 

poddawane były badaniom mikrobiologicznym. Uzyskane wyniki zostały zawarte 

w cyklu Publikacji O1, O2 oraz O4. W tej części rozprawy doktorskiej przedstawiono 

sumaryczną analizę aktywności przeciwdrobnoustrojowej wszystkich uzyskanych 

związków z badanych grup. 

6.1. Badania bezpośredniej aktywności przeciwdrobnoustrojowej 

Podstawowymi badaniami wykonywanymi w części eksperymentalnej było 

określenie bezpośredniej aktywności przeciwdrobnoustrojowej nowych 

benzosiloksaboroli i kwasów aryloboronowych wobec szczepów wzorcowych. Do badań 

włączono szczepy z gatunków o krytycznym i wysokim priorytecie wg WHO [91,92], jak 

również inne gatunki potencjalnie chorobotwórcze dla człowieka. Łącznie wykorzystano 

24 szczepy wzorcowe: 



Omówienie wyników i dyskusja 

 

50 

• 6 szczepów bakterii Gram-dodatnich: metycylinowrażliwy S. aureus (ang. 

methicillin-sensitive S. aureus – MSSA) ATCC 6538P, metycylinooporny 

S. aureus subsp. aureus (MRSA) ATCC 43300, S. epidermidis ATCC 

12228, Enterococcus faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 6057, 

Bacillus subtilis ATCC 6633; 

• 5 szczepów bakterii Gram-ujemnych z rzędu Enterobacterales: E. coli 

ATCC 25922, K. pneumoniae ATCC 13883, Proteus mirabilis ATCC 

12453, Enterobacter cloacae DSM 6234, Serratia marcescens ATCC 

13880;  

• 6 szczepów Gram-ujemnych pałeczek niefermentujących: P. aeruginosa 

ATCC 27853, A. baumannii ATCC 19606, S. maltophilia ATCC 13637, 

S. maltophilia ATCC 12714 (oprócz Publikacji O4), Burkholderia cepacia 

ATCC 25416, Bordetella bronchiseptica ATCC 4617; 

• 7 szczepów grzybów drożdżopodnych: C. albicans ATCC 90028, 

C. parapsilosis ATCC 22019, C. tropicalis IBA 171, C. tropicalis 

(Castellani) Berkhout ATCC 750, Candida guilliermondii IBA 155, 

C. krusei ATCC 6258, oraz dodatkowo niepatogenny Saccharomyces 

cerevisiae ATCC 9763.  

Dla wszystkich badanych związków wykonywano oznaczenie bezpośredniej 

aktywności wobec bakterii oraz grzybów metodą krążkowo-dyfuzyjną według zaleceń 

EUCAST [201] oraz amerykańskiego Instytutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (ang. 

Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI [202], a następnie wyznaczając 

wartości MIC, MBC i MFC według wytycznych EUCAST [11], CLSI [10,14,203] oraz 

zgodnie z metodologią opisaną w pracy Cantón i wsp. [204]. Wyjątkiem były związki, 

które nawet przy niskich stężeniach ulegały wytrąceniu w środowisku badania 

określającego wartości MIC. Dla tych związków możliwe było jedynie wykonanie 

oznaczenia aktywności metodą krążkowo-dyfuzyjną. 

Dla wszystkich powyższych szczepów wzorcowych określono średnicę strefy 

zahamowania wzrostu wokół krążków zawierających 400 μg badanych związków. 

Oznaczenia wykonano dla wszystkich 77 badanych związków (Publikacje O1, O2 i O4). 

Następnie, dla tych samych szczepów (z wyjątkiem B. subtilis, ze względu na problem 

z uzyskaniem jednorodnej zawiesiny) wyznaczano aktywność związków metodą 

mikrorozcieńczeń w bulionie, wartości MIC oraz MBC/MFC, w zakresie stężeń 
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0,39−400 mg/l. W przypadku niektórych związków, ulegających wytrąceniu w wyższych 

stężeniach w środowisku badania, oznaczenie wartości MIC prowadzono w węższym, 

możliwym do uzyskania zakresie tj. 0,39−200 mg/l, 0,39−100 mg/l lub 0,39−50 mg/l. Na 

tym etapie zbadano bezpośrednią aktywność przeciwbakteryjną 68 związków 

rozpuszczalnych w podłożu Mueller-Hinton II bulion, w tym 36 benzosiloksaboroli 

(Publikacje O1 i O2) i 32 kwasów aryloboronowych (Publikacja O4). Bezpośrednią 

aktywność przeciwgrzybiczą zbadano dla 75 związków rozpuszczalnych w podłożu 

RPMI, w tym 43 benzosiloksaboroli (Publikacje O1 i O2) i 32 kwasów 

aryloboronowych (Publikacja O4). Dla wyselekcjonowanych związków o wysokiej 

aktywności wobec szczepów wzorcowych, wykonano dodatkowo oznaczenia aktywności 

wobec szczepów klinicznych. W pracy wykorzystano pięć szczepów klinicznych 

S. aureus MRSA o następujących numerach: NMI 664K, NMI 1576K, NMI 1712K, NMI 

1991K oraz NMI 2541K. Szczepy te pochodziły z kolekcji Zakładu Mikrobiologii 

Farmaceutycznej i Bioanalizy WUM. 

6.1.1. Aktywność wobec bakterii Gram-dodatnich 

W badaniach aktywności nowych związków wobec bakterii Gram-dodatnich 

(zarówno szczepów wzorcowych jaki i klinicznych) jako antybiotyk referencyjny 

stosowano linezolid – przedstawiciela jednej z nowszych grup leków 

przeciwbakteryjnych (oksazolidynonów), wykorzystywanego w leczeniu zakażeń 

wielolekoopornymi ziarenkowcami, w tym także szczepami MRSA i wankomycyno-

opornymi enterokokami (tj. szczepami VRE) [205,206]. Wartości MIC linezolidu dla 

badanych szczepów wzorcowych wynosiły: 1 mg/l dla szczepu S. aureus ATCC 6538P 

MSSA i szczepu S. epidermidis ATCC 12228 oraz 2 mg/l dla szczepu S. aureus ATCC 

43300 MRSA i obu enterokoków. Wykazano, że większość badanych związków jest 

aktywna wobec ziarenkowców Gram-dodatnich w badanym zakresie stężeń – wartości 

MIC dla co najmniej 3 z 5 badanych szczepów wzorcowych oznaczono dla 28 z 36 

rozpuszczalnych benzosiloksaboroli oraz dla 26 z 32 kwasów aryloboronowych. Wysoką 

aktywność wobec wzorcowych szczepów MSSA i MRSA wykazywało 

18 benzosiloksaboroli, w tym: 16 pochodnych benzenosulfonianowych (zakres wartości 

MIC 0,39–3,12 mg/l – Publikacja O1) oraz 2 pochodne sulfonamidowe (zakres wartości 

MIC 3,12– 6,25 mg/l – Publikacja O2). W publikacji O2 oznaczono także aktywność 

benzosiloksaboroli sulfonamidowych wobec pięciu klinicznych szczepów MRSA. 

Wartości MIC tych benzosiloksaboroli mieściły się zakresie 3,12–6,25 mg/l, a wartości 
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MIC linezolidu wynosiły 1 mg/l. Tym samym uzyskane wyniki potwierdziły wysoką 

aktywność benzosiloksaboroli sulfonamidowych także wobec klinicznych szczepów 

MRSA. Wśród 16 benzosiloksaboroli benzenosulfonianowych o wysokiej aktywności 

przeciwgronkowcowej 3 pochodne wykazywały dodatkowo wysoką aktywność 

przeciwenterokową (MIC 6,25 mg/l – Publikacja O1). Kolejnych 10 z 36 

rozpuszczalnych benzosiloksaboroli wykazywało skuteczność od umiarkowanej po niską 

wobec gronkowców (zakres wartości MIC 12,5–400 mg/l) oraz enterokoków (zakres 

wartości MIC 50–>400 mg/l) (Publikacje O1 i O2). Wśród 32 badanych kwasów 

aryloboronowych (Publikacja O4) najbardziej aktywne były kwas 2-merkapto-

fenyloboronowy (wartości MIC zarówno dla gronkowców jak i enterokoków w zakresie 

12,5–25 mg/l) oraz kwas 2-fluoro-5-trifluorometylo-1,3-fenylenodiboronowy (zakres 

wartości MIC dla gronkowców 0,78–12,5 mg/l, a dla enterokoków 50–100 mg/l). Kolejne 

24 kwasy aryloboronowe wykazywały aktywność od umiarkowanej po niską (zakres 

wartości MIC 25–>400 mg/l) w zależności od szczepu, a 4 kwasy boronowe niską lub 

brak aktywności (zakres wartości MIC 200–>400 mg/l). 

Analiza uzyskanych w niniejszej pracy wyników aktywności przeciwbakteryjnej 

44 nowo otrzymanych benzosiloksaboroli pozwoliła na wyciągnięcie ważnych wniosków 

dotyczących korelacji struktura-aktywność tej grupy związków. Choć aktywność wobec 

bakterii Gram-dodatnich jest w niej powszechna, do uzyskania wysokiej aktywności 

kluczowe znaczenie okazała się mieć obecność ugrupowania benzenosulfonianowego 

(Publikacja O1) lub benzenosulfonamidowego (Publikacja O2). Wykazano również, że 

siła działania pochodnych benzenosulfonianowych jest największa w przypadku: 

(I) obecności atomu chloru lub grupy trifluorometylowej w pozycji para, (II) obecności 

obu tych podstawników lub tylko chloru w pozycji para i meta lub (III) obecności trzech 

grup metylowych w pozycji 2, 4 i 6. Wartości MIC takich pochodnych były mniejsze niż 

linezolidu dla szczepów S. aureus (0,39–0,78 mg/l dla MSSA oraz 0,39–1,56 mg/l dla 

MRSA). Pochodne te wykazywały również wysoką aktywność przeciwenterokokową 

(MIC 6,25 mg/l). Pochodne niepodstawione lub mające inny podstawnik w tym miejscu 

(tj. fluor, brom, jod, jedną grupę metylową, nitrową, metoksylową, acetylową lub tert-

butylową) wykazywały aktywność wobec szczepów S. aureus porównywalną lub 

mniejszą niż linezolid (zakres wartości MIC 1,56–3,12 mg/l) oraz umiarkowaną wobec 

enterokoków (wartości MIC 12,5–50 mg/l) (Publikacja O1). Umiarkowaną aktywność 

stwierdzono także dla benzosiloksaboroli funkcjonalizowanych grupami 

benzoiloksylowymi i pirydyn-2-oksylowymi (Publikacja O1). Z kolei związki 
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boraheterocykliczne o rozszerzonym pierścieniu nie wykazywały aktywności 

przeciwbakteryjnej (Publikacja O2). 

W trakcie wyznaczania wartości MBC dla szczepów S. aureus w przypadku 

15 benzosiloksaboroli (Publikacje O1 i O2) zaobserwowano występowanie tzw. efektu 

Eagle’a, inaczej wzrostu paradoksalnego [207]. Konsekwencją tego było wyznaczenie dla 

tych związków dwóch wartości MBC. Zgodnie z definicją, wartość MBC to najniższe 

stężenie związku zabijające przynajmniej 99,9% komórek bakteryjnych [203]. 

W przypadku badanych związków, pierwsza wartość MBC była równa 2−4xMIC. 

Natomiast na kilku kolejnych, wyższych stężeniach przeżywalność bakterii była 

paradoksalnie większa (powyżej progu MBC), po czym ponownie spadała do wartości 

progowej, w zależności od związku przy stężeniach rzędu 16−256xMIC (druga wartość 

MBC). Molekularne podstawy oraz kliniczne implikacje wzrostu paradoksalnego nie 

zostały jak dotąd w pełni poznane, chociaż jest to zjawisko stosunkowo często 

obserwowane in vitro [207]. Istnieją jednak doniesienia, że niższe dawki leków 

wykazujących efekt Eagle’a były skuteczniejsze w leczeniu zakażeń u zwierząt niż dawki 

wyższe [207]. 

Niezbędnym elementem badań nad poszukiwaniem nowych związków 

przeciwdrobnoustrojowych jest wykazanie, iż związki te nie mają aktywności 

cytotoksycznej wobec komórek ludzkich. Dla wszystkich przebadanych w niniejszej 

pracy doktorskiej związków oznaczenie cytototoksyczności wobec ludzkich fibroblastów 

MRC-5 wykonała Pani dr hab. Patrycja Wińska z Katedry Biotechnologii Środków 

Leczniczych i Kosmetyków Politechniki Warszawskiej. Wykazany przez Nią brak 

toksyczności tych związków w stężeniach odpowiadających wyznaczonym w niniejszej 

pracy doktorskiej wartościom MIC (Publikacje O1, O2 i O4) jest kolejnym argumentem 

potwierdzającym ich potencjał jako źródła nowych leków. Mając na uwadze powyższe 

oraz uzyskaną w badaniach eksperymentalnych wysoką aktywność przeciwbakteryjną, 

po dokonanej analizie wytypowano 4 związki do dalszych prac in silico. Na podstawie 

dokonanego przeglądu literaturowego wskazano syntetazę leucylo-tRNA jako 

potencjalny cel molekularny dla wykazanej bezpośredniej aktywności badanych 

związków [170,171]. Dokowania molekularne do tego enzymu zostały wykonane przez 

Pana mgr inż. Krzysztofa Nowickiego z Zakładu Chemii Fizycznej Politechniki 

Warszawskiej oraz Pana dr Tomasza Stępniewskiego z GPCR Drug Discovery Lab 

Hospital del Mar Medical Research Institute w Barcelonie. Uzyskane wyniki 



Omówienie wyników i dyskusja 

 

54 

potwierdziły, że związki te faktycznie mogą tworzyć stabilne addukty z enzymem LeuRS 

i wiązać się do jej miejsca aktywnego (Publikacja O2).  

Wyniki powyższych badań interdyscyplinarnych, tj. wykazana w niniejszej pracy 

doktorskiej wysoka aktywność przeciwgronkowcowa zsyntezowanych na Politechnice 

Warszawskiej nowych benzosiloksaboroli w połączeniu z brakiem ich toksyczności 

w stężeniach hamujących wzrost drobnoustrojów, sprawiają, że związki te mogą być 

brane pod uwagę jako potencjalni kandydaci na nowe leki przeciwbakteryjne, będące 

najprawdopodobniej inhibitorami syntetazy leucylo-tRNA.  

6.1.2. Aktywność wobec bakterii Gram-ujemnych 

W niniejszej pracy wykazano, iż zarówno otrzymane benzosiloksaborole jak 

i kwasy ayloboronowe nie wykazują istotnej aktywności bezpośredniej wobec bakterii 

Gram-ujemnych. Wśród 36 badanych benzosiloksaboroli dominował brak aktywności 

w badanym zakresie stężeń (Publikacje O1 i O2). Tylko 13 pochodnych wykazywało 

niską aktywność (zakres wartości MIC 50−400 mg/l) wobec szczepów wzorcowych 

S. maltophilia lub B. bronchiseptica (Publikacja O1). Natomiast wśród 32 badanych 

kwasów aryloboronowych dominowała niska aktywność – wartości MIC 19 pochodnych 

wahały się od 50 do >400 mg/l w zależności od szczepu, natomiast brak aktywności 

w badanym zakresie stężeń wobec większości szczepów stwierdzono w przypadku 

11 pochodnych (Publikacja O4).  

6.1.3. Aktywność przeciwgrzybicza 

Zaobserwowana w pracy aktywność przeciwgrzybicza otrzymanych związków 

była zazwyczaj umiarkowana lub niska (Publikacje O1, O2 i O4). Wyjątkowo, kwas 4-

trifluorometylo-1,2-fenylenodiboronowy wykazywał wysoką aktywność wobec 

większości badanych szczepów Candida spp. (zakres wartości MIC 3,12–12,5 mg/l) 

i umiarkowaną wobec C. krusei (MIC 25 mg/l) (Publikacja O4). Wśród 43 zbadanych 

benzosiloksaboroli najniższe wartości MIC uzyskano w przypadku 4 pochodnych 

benzoiloksylowych dla C. tropicalis oraz C. krusei (3,12−12,5 mg/l). Wśród nich 

najbardziej aktywna była pochodna zawierająca grupę metylową w pozycji para 

pierścienia fenylowego podstawnika (Publikacja O1). Umiarkowaną aktywność 

przeciwgrzybiczą wykazywały ponadto 3 orto podstawione kwasy fenyloboronowe oraz 

kwas 2,5-dibromo-1,4-fenylenodiboronowy (zakres wartości MIC 6,25–50 mg/l). 

Kolejnych 17 kwasów aryloboronowych wykazywało niską aktywność przeciwgrzybiczą 
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(zakres wartości MIC 50–>400 mg/l) (Publikacja O4). Spośród benzosiloksaboroli 

aktywność od umiarkowanej do niskiej wobec Candida spp. (zakres wartości MIC 

12,5−>400 mg/l) wykazywało 27 związków (Publikacja O1). Brak aktywności 

w badanym zakresie stężeń wykazano dla 7 kwasów fenylenodiboronowych, 2 kwasów 

fenylenotriboronowych i kwasu pirydynodiboronowego (Publikacja O4), jak również 

dla 8 benzosiloksaboroli funkcjonalizowanych grupami opartymi na rdzeniu 

oksazolinowym i 4 pokrewnych im związków o poszerzonym pierścieniu (Publikacja 

O2). 

6.2. Udział pomp MDR w usuwaniu nowych związków z komórek bakterii Gram-

ujemnych 

Zważywszy na fakt, iż brak aktywności wielu antybiotyków oraz leków z grupy 

non-antibiotics wobec bakterii Gram-ujemnych jest często związany z ich aktywnym 

usuwaniem z komórki przez pompy błonowe [208-210], dla wszystkich rozpuszczalnych 

związków oznaczono także ich wartości MIC w obecności inhibitora tych pomp:  

L-fenyloalanino-L-arginino-β-naftylamidu (PAβN) [211,212]. W celu uniknięcie wpływu 

PAβN na destabilizację osłon komórkowych zastosowano go w stężeniu 20 mg/l, 

a oznaczenie wykonywano na podłożu z dodatkiem 1mM MgSO4 [213-215]. Oznaczenie 

wartości MIC wykonano metodą mikrorozcieńczeń w bulionie, zgodnie z zaleceniami 

CLSI [10]. Wykazano, że zjawisko aktywnego usuwania związków przez błonowe pompy 

ma niewielki wpływ na aktywność badanych związków wobec pałeczek Gram-ujemnych. 

Znaczące spadki wartości MIC (tj. min. 4-krotne) w obecności inhibitora PAβN, 

w stosunku do wartości MIC oznaczonych przy braku inhibitora w podłożu, stwierdzono 

dla zaledwie 5 benzosiloksaboroli (Publikacja O1) oraz 3 kwasów aryloboronowych 

(Publikacja O4) wobec pojedynczych szczepów. W przypadku pozostałych związków 

uzyskane wyniki wskazują, że związki te nie są substratami dla błonowych pomp MDR 

i potwierdzają ich brak bezpośredniej aktywności wobec bakterii Gram-ujemnych. 

6.3. Zdolność nowych związków boroorganicznych do inhibicji β-laktamaz 

bakterii Gram-ujemnych 

Biorąc pod uwagę, iż: (I) niedawno dopuszczony do stosowania w lecznictwie 

inhibitor β-laktamaz (ang. β-lactamase inhibitor – BLI) tj. waborbaktam jest 

przedstawicielem nowej grupy związków – cyklicznych kwasów boronowych, (II) badnia 

kliniczne przechodzą trzy kolejne inhibitory z grupy bicyklicznych kwasów boronowych 

oraz (III) dane z piśmiennictwa wskazują, że aktywność BLI wykazują również 
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niecykliczne kwasy boronowe [122,152-166], benzoksaborole [124,125] 

i benzosiloksaborole [110], w niniejszej pracy poszukiwano związków o aktywności BLI 

wśród wszystkich 77 nowo otrzymanych związków boroorganicznych, w tym 

44 benzosiloksaboroli oraz 33 kwasów aryloboronowych.  

6.3.1. Badania przesiewowe 

W pierwszym etapie badań poszukiwano związków zdolnych do inhibicji enzymów 

typu KPC, cAmpC, pAmpC i ESBL w wysokich stężeniach, przy użyciu następujących, 

fenotypowych krążkowych testów kombinowanych (ang. combination disc tests – 

CDTs), wykonywanych zgodnie z metodyką opisaną w Publikacji O4: 

• CDT-KPC – z wykorzystaniem rekomendowanego szczepu K. pneumoniae ATCC 

BAA-1705 KPC-2-dodatniego, krążków z samym meropenemem, krążków 

z meropenemem i PBA (jako referencyjnym inhibitorem enzymów KPC-2) oraz 

krążków z meropenemem i badanymi związkami; 

• CDT-AmpC – z wykorzystaniem dwóch klinicznych izolatów: P. aeruginosa MUW 

700 cAmpC-dodatniego oraz E. coli 77 CMY-2-dodatniego, krążków z samym 

ceftazydymem, krążków z ceftazydymem i PBA (jako referencyjnym inhibitorem 

enzymów AmpC) oraz krążków z ceftazydymem i badanymi związkami; 

• CDT-ESBL EUCAST – z wykorzystaniem rekomendowanego szczepu 

K. pneumoniae ATCC 700603 ESBL-dodatniego, krążków z samym ceftazydymem, 

krążków z ceftazydymem i kwasem klawulanowym (jako referencyjnym inhibitorem 

enzymów typu ESBL) oraz krążków z ceftazydymem i badanymi związkami. 

Otrzymane związki testowano w najwyższym stężeniu (300, 100 lub 30 μg/krążek), 

w którym nie wykazywały one bezpośredniej aktywności wobec szczepów 

wykorzystywanych na tym etapie, co oznaczono przed przystąpieniem do eksperymentu 

za pomocą metody krążkowo-dyfuzyjnej. Uznawano, że aktywność BLI wykazują te 

związki, których dodanie na krążek z antybiotykiem powoduje powiększenie strefy 

zahamowania wzrostu co najmniej takie samo jak dodanie na taki sam krążek 

odpowiedniego inhibitora referencyjnego. 

Stwierdzono, że żaden z 44 badanych benzosiloksaboroli nie wykazuje aktywności 

BLI w żadnym z przeprowadzonych testów przesiewowych. Aktywność taką stwierdzono 

natomiast dla 25 z 33 badanych kwasów aryloboronowych – uzyskane dla nich wyniki 

przedstawiono w Publikacji O4. Spośród badanych kwasów aryloboronowych 

12 związków znacząco zwiększało średnicę strefy zahamowania wzrostu zarówno 
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szczepu wytwarzającego KPC-2 jak i obu szczepów wytwarzających cefalosporynazy. 

Były to kwasy orto-, meta- i para-fenylenodiboronowe, 6 ich pochodnych podstawionych 

fluorem, kwas fenyleno-1,2,4-triboronowy, kwas 2,5-difluorofenyloboronowy oraz kwas 

tiofeno-2,5-diboronowy. Kolejnych 12 pochodnych wykazywało taką aktywność 

wyłącznie wobec szczepów wytwarzających cefalosporynazy (były to kwasy 

fenylenodiboronowe podstawione fluorem, bromem, CF3 lub OMe oraz kwasy fenyleno-

1,3,5-triboronowy i tiofeno-2,3,5-triboronowy). Natomiast kwas 2-merkaptofenylo-

boronowy powiększał jedynie średnicę strefy zahamowania wzrostu szczepu 

wytwarzającego KPC-2. Żaden z badanych kwasów boronowych nie powiększał średnicy 

strefy zahamowania wzrostu szczepu ESBL-dodatniego.  

6.3.2. Związki wykazujące aktywność BLI w niskich stężeniach 

Do kolejnego etapu badań wybrano 25 kwasów aryloboronowych wykazujących 

aktywność BLI w co najmniej jednym teście przesiewowym. Wśród nich poszukiwano 

związków aktywnych w stężeniach porównywalnych ze stężeniami, w których stosowane 

są najnowsze inhibitory β-laktamaz (waborbaktam, relebaktam oraz awibaktam) [12]. 

W tym celu, w obecności 25 w/w związków w stężeniach 16, 8 i 4 mg/l wyznaczono 

wartości MIC następujących antybiotyków β-laktamowych: 

• meropenemu dla dwóch szczepów KPC-2-dodatnich (K. pneumoniae ATCC BAA-

1705 oraz klinicznego szczepu E. coli 76), jednego szczepu KPC-3-dodatniego 

(kliniczny szczep K. pneumoniae 81) oraz jednego szczepu KPC-3/CTX-M-3-

dodatniego (kliniczny szczep K. pneumoniae 83); 

• meropenemu dla szczepu klinicznego P. aeruginosa 1204 VIM-dodatniego; 

• ceftazydymu dla klinicznego szczepu P. aeruginosa MUW 700 cAmpC-dodatniego 

oraz klinicznego szczepu E. coli 77 CMY-2-dodatniego.  

Co najmniej 4-krotna redukcja wartości MIC antybiotyku w obecności badanego 

związku uznawana była za znaczącą i traktowana jako wskaźnik jego aktywności jako 

BLI. Analizowano również, czy otrzymane związki przywracają wrażliwość w/w 

szczepów na te antybiotyki, tj. czy powodują redukcję wartości MIC antybiotyku do 

odpowiedniego punktu odcięcia wg EUCAST [12]. Zważywszy na fakt, iż jednym z celów 

pracy była ocena wpływu obecności w cząsteczce dodatkowej grupy boronowej na 

aktywność BLI związku jako inhibitor referencyjny zastosowano PBA. Uzyskane wyniki 

przedstawiono w Publikacji O4. Stwierdzono, że 17 z 25 badanych związków wykazuje 
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aktywność BLI w niskich stężeniach wobec szczepów KPC- lub AmpC-dodatnich. Co 

ważne, poza niepodstawionymi kwasami boronowymi aktywne były wyłącznie ich 

fluorowe pochodne. Żaden z badanych związków nie powodował natomiast zmian 

wartości MIC meropenemu u szczepu VIM-dodatniego.  

Aktywność BLI wobec obu szczepów AmpC-dodatnich wykazano dla 

16 związków. Największe redukcje wartości MIC ceftazydymu uzyskano w przypadku 

5 kwasów para-fenylenodiboronowych oraz kwasu 2,5-difluorofenyloboronowego 

(nawet 32/16/8-krotne odpowiednio przy 16/8/4 mg/l), nieznacznie mniejsze 

w przypadku 4 kwasów meta-fenylenodiboronowych (maksymalnie 16/8/4-krotne 

odpowiednio przy 16/8/4 mg/l). W/w 10 związków wykazywało wyższą niż PBA 

aktywność wobec szczepu E. coli CMY-2-dodatniego, wszystkie także przywróciły jego 

wrażliwość na ceftazydym (uzyskano redukcję wartości MIC do poziomu ≤2 mg/l – punkt 

odcięcia dla ceftazydymu w obecności 4 mg/l awibaktamu u Enterobacterales [12]). 

Natomiast wobec szczepu P. aeruginosa cAmpC-dodatniego aktywność tych 

10 związków była mniejsza niż aktywność PBA oraz jedynie dwa spośród nich (kwas 

para-fenylenodiboronowy oraz 2,5-difluorofenyloboronowy) przywróciły jego 

wrażliwość na ceftazydym (punkt odcięcia dla ceftazydymu-awibaktamu również równy 

2 mg/l [12]). Pozostałe aktywne wobec szczepów AmpC-dodatnich związki, tj. 2 kwasy 

tiofenoboronowe, 2 kwasy orto-fenyloenodiboronowe oraz kwas fenyleno-1,2,4-

triboronowy powodowały maksymalnie 8/4/2-krotne redukcje wartości MIC 

ceftazydymu odpowiednio przy stężeniach 16/8/4 mg/l i nie przywracały wrażliwości na 

tę cefalosporynę żadnemu z badanych szczepów AmpC-dodatnich.  

Dla szczepów wytwarzających enzymy typu KPC znaczące redukcje wartości MIC 

meropenemu uzyskano w obecności 7 związków: 4 kwasów para-

fenylenodiboronowych, 2 kwasów orto-fenylenodiboronowych oraz kwasu 2,5-

difluorofenyloboronowego. W kolejnym etapie badań w obecności tych związków 

w stężeniach 16, 8 i 4 mg/l wyznaczono dodatkowo wartości MIC imipenemu oraz 

ertapenemu dla tych samych szczepów KPC-dodatnich. Wykazano, że powodują one 

porównywalne redukcje wartości MIC każdego z badanych karbapenemów. Największą 

aktywność (i większą niż PBA wobec wszystkich szczepów) wykazał kwas orto-

fenylenodiboronowy, który w stężeniach 16/8/4 mg/l redukował wartości MIC 

karbapenemów odpowiednio nawet 64/16/8-krotnie. Przywrócił on wrażliwość na 

meropenem wszystkim czterem badanym szczepom (osiągnięto redukcje wartości MIC 

do poziomu ≤8 mg/l – punkt odcięcia dla meropenemu w obecności 8 mg/l waborbaktamu 
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u Enterobacterales [12]), a na imipenem 3 z 4 badanych szczepów (osiągnięto redukcje 

wartości MIC do poziomu ≤ 2 mg/l - punkt odcięcia dla imipenemu w obecności 4 mg/l 

relebaktamu u Enterobacterales [12]). Aktywność porównywalną lub większą niż PBA 

wykazywały również kwasy para-fenylenodiboronowy oraz 2,5-difluoro-

fenyloboronowy (maksymalnie 16/8/2-krotne redukcje wartości MIC odpowiednio przy 

ich stężeniach 16/8/4 mg/l). Kwas para-fenylenodiboronowy przywrócił wrażliwość na 

meropenem wszystkim czterem badanym szczepom, a kwas 2,5-difluorofenyloboronowy 

3 z 4 szczepów. Obydwa związki przywróciły także wrażliwość na imipenem 2 z 4 

szczepów (wyłącznie KPC-3-dodatnim). Fluorowe pochodne kwasów para- i orto-

fenylenodiboronowego powodowały mniejsze redukcje wartości MIC karbapenemów niż 

odpowiednie kwasy wyjściowe. Żaden z 7 związków o aktywności BLI wobec szczepów 

KPC-dodatnich nie przywracał im wrażliwości na ertapenem (nie osiągnięto redukcji 

wartości MIC do poziomu ≤0,5 mg/l - punkt odcięcia dla ertapenemu stosowanego 

samodzielnie u szczepów Enterobacterales [12]), aczkolwiek kwasy para- i orto-

fenylenodiboronowe redukowały wartości MIC ertapenemu odpowiednio nawet 8- i 16-

krotnie bardziej niż PBA wobec wszystkich szczepów. 

6.3.3. Potwierdzenie celu molekularnego badanych kwasów fenylenodiboronowych 

Mając na uwadze (I) wysoką skuteczność niepodstawionych kwasów orto- i para-

fenylenodiboronowych w przywracaniu wrażliwości na karbapenemy szczepów KPC-

dodatnich oraz (II) brak takiej aktywności kwasu meta-fenylenodiboronowego, do 

dalszych prac wytypowano trzy najbardziej reprezentatywne pochodne, 

tj. niepodstawione kwasy orto-, meta- i para-fenylenodiboronowe. Celem kolejnych 

badań było wykazanie, że punktem uchwytu w/w związków są faktycznie enzymy typu 

KPC. Zważywszy na fakt, iż redukcje wartości MIC karbapenemów w obecności 

badanych związków były 2-4-krotnie większe u szczepów wytwarzających enzymy KPC-

3 niż KPC-2, wykorzystano wrażliwy na meropenem szczep E. coli DH5α (MIC 

0,016 mg/l) oraz jego transformanta – szczep E. coli 82 TR(pl 81) niosący plazmid 

z genem blaKPC-3 (MIC meropenemu 2 mg/l). Transformant pochodził z kolekcji Zakładu 

Mikrobiologii Farmaceutycznej i Bioanalizy WUM. Potwierdzenie celu molekularnego 

w/w związków przebiegało trzyetapowo i zostało opisane w Publikacji O4.  

W pierwszym etapie oznaczono wartości MIC meropenemu szczepu E. coli DH5α 

i jego transformanta w obecności 16, 8 i 4 mg/l badanych kwasów fenylenodiboronowych 

oraz PBA. Zgodnie z oczekiwaniami, żaden z badanych związków nie spowodował 
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zmiany wartości MIC meropenemu u E. coli DH5α, co wykluczyło aktywność 

bezpośrednią nowych związków wobec szczepu macierzystego. Znaczące redukcje 

wartości MIC meropenemu uzyskano natomiast dla jego transformanta w obecności 

kwasów orto- i para-fenylenodiboronowych oraz PBA w stężeniach 16/8/4 mg/l 

(odpowiednio 32/16/4-krotne, 16/8/4-krotne oraz 8/8/4-krotne). Kwas meta-

fenylenodiboronowy redukował natomiast wartości MIC meropenemu tego szczepu 

maksymalnie 2-krotnie. Potwierdzono tym samym zdolność kwasów orto- i para-

fenylenodiboronowych do zwiększania aktywności karbapenemów wobec szczepów 

wytwarzających enzym KPC-3 i brak takiej aktywności kwasu meta-

fenylenodiboronowego. 

W drugim etapie wykonano oznaczenia biochemiczne aktywności badanych 

związków wobec wyizolowanych białek całkowitych transformanta E. coli 82 TR(pl 81), 

przeprowadzając test hydrolizy nitrocefiny. W teście tym hydroliza pierścienia  

β-laktamowego nitrocefiny przez β-laktamazę powoduje zmianę zabarwienia roztworu 

z żółtego na różowy, co wyraża się wzrostem absorbancji. W niniejszej pracy mierzono 

spektrofotometrycznie absorbancję roztworu nitrocefiny w obecności wyizolowanych 

białek całkowitych transformanta E. coli 82 TR(pl 81) zarówno przy braku jak 

i w obecności badanych związków i PBA w stężeniach 16, 8 i 4 mg/l. Wzrost absorbancji 

przy nieobecności badanych związków i PBA potwierdził aktywność enzymu KPC-3 

w uzyskanym ekstrakcie białkowym (kontrola pozytywna). Z kolei redukcje absorbancji 

w porównaniu do kontroli pozytywnej uzyskane w obecności PBA oraz kwasów orto-, 

para- i meta-fenylenodiboronowych (odpowiednio o 53/44/42/29% przy stężeniu 16 mg/l 

oraz o 43/35/35/18% przy stężeniu 8 mg/l) potwierdziły, że badane związki są faktycznie 

inhibitorami enzymu KPC-3.  

W trzecim etapie dla kwasów orto-, meta- i para-fenylenoodiboronowych zostały 

przeprowadzone badania in silico, wykonane przez Panią dr Krystianę A. Krzyśko 

z Zakładu Biofizyki Uniwersytetu Warszawskiego oraz Pana mgr Piotra Chyżego 

z Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego. Przeprowadzone przez 

Nich symulacje metodami opartymi na mechanice kwantowej/ mechanice molekularnej 

(ang. quantum mechanics/molecular mechanics – QM/MM) potwierdziły, że kwas orto-

fenylenodiboronowy jest najlepszym spośród badanych związków BLI, najczęściej 

i najszybciej osiągającym konfigurację pozwalającą na przeprowadzenie addycji 

nukleofilowej w sprzyjających warunkach (centralny punkt hamowania 

niekompetycyjnego).  
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 Wykazana w niniejszej pracy wysoka aktywność kwasów fenylenodiboronowych 

jako inhibitorów enzymów typu KPC/AmpC w połączeniu z ich brakiem 

cytotoksyczności w aktywnym zakresie stężeń (wykazanym przez Panią dr hab. Patrycję 

Wińską z Katedry Biotechnologii Środków Leczniczych i Kosmetyków Politechniki 

Warszawskiej) oraz cytotoksycznością PBA w tym samym zakresie stężeń pozwala 

stwierdzić, że pomijane dotąd w projektowaniu leków kwasy fenylenodiboronowe mogą 

być postrzegane jako lepsze niż PBA struktury wyjściowe do syntezy nowych, 

innowacyjnych inhibitorów β-laktamaz bakterii Gram-ujemnych, zwłaszcza enzymów 

typu KPC. 

 

6.4. Analiza zależności między strukturą a siłą synergistycznego oddziaływania 

nowych kwasów aryloboronowych z β-laktamami 

Zważywszy na szczątkowe jak dotąd dane o aktywności biologicznej kwasów di- 

oraz triboronowych [169], mimo ich powszechnego stosowania w syntezie organicznej 

[167,168], jednym z celów niniejszej pracy była także ocena wpływu obecności 

dodatkowych grup boronowych w cząsteczce na zdolność związku do hamowania 

bakteryjnych β-laktamaz. W niniejszej pracy przeprowadzono analizę korelacji struktura 

– siła synergistycznego oddziaływania z β-laktamami nowych, aromatycznych kwasów 

mono-, di- oraz triboronowych (Publikacja O4). Do badań wytypowano 17 pochodnych, 

które we wcześniejszym etapie wykazały aktywność BLI w niskich stężeniach wobec 

szczepów KPC- lub AmpC-dodatnich. W pierwszym etapie, posługując się metodą 

szachownicy wyznaczono wartości indeksu częściowego stężenia hamującego (ang. 

fractional inhibitory concentration index – FICI) dla kombinacji: 

• 16 kwasów boronowych i PBA z ceftazydymem wobec dwóch szczepów AmpC-

dodatnich (łącznie wyznaczono 34 wartości FICI); 

• 7 kwasów boronowych i PBA trzeba karbapenemami wobec 4 szczepów KPC-

dodatnich (łącznie wyznaczono 96 wartości FICI).  

Wartości FICI w niniejszej pracy obliczono korzystając z poniższego wzoru [216]: 

FICI = [(MIC antybiotyku w kombinacji) / (MIC antibiotyku)] + [(MIC związku 

w kombinacji) / (MIC związku)] 

Następnie, wychodząc z założenia, że im niższa wartość FICI tym silniejsze 

synergistyczne oddziaływanie, przeprowadzono analizę statystyczną, w celu określenia 
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czy badane grupy związków (zgodnie z klasyfikacją strukturalną) różnią się istotnie pod 

względem uzyskiwanych wartości FICI dla ich kombinacji z β-laktamami. Ze względu 

na wykazany testem Shapiro−Wilka brak rozkładu normalnego zastosowano test 

nieparametryczny Kruskala−Wallisa. Analiza post-hoc została przeprowadzona przy 

użyciu testu wielokrotnych porównań (test Dunna). Poziom istotności ustalono na 

p<0,05. Stosując powyższe metody wykazano, że: 

• synergia otrzymanych kwasów fenyleonodiboronowych z karbapenemami jest 

istotnie silniejsza wobec szczepów KPC-3- niż wobec szczepów KPC-2-dodatnich 

(p=0,046); 

• synergia kwasów orto-fenylenodiboronowych z karbapenemami jest istotnie 

silniejsza niż synergia kwasów para-fenylenodiboronowych i fenyloboronowych 

(w obu przypadkach p=0,0001); 

• synergia kwasów orto-fenylenodiboronowych z ceftazydymem wobec szczepów 

AmpC-dodatnich jest istotnie słabsza niż synergia kwasów meta-

fenylenodiboronowych (p=0,04) oraz fenyloboronowych (p=0,008);  

• obecność fluoru w cząsteczce osłabia synergistyczne oddziaływanie kwasów 

fenylenodiboronowych z karbapenemami wobec szczepów KPC-dodatnich 

(p=0,036) ale nasila synergistyczne oddziaływanie z ceftazydymem wobec szczepu 

CMY-2-dodatniego (p=0,005).  

W pracy wykazano zatem, iż wprowadzenie do cząsteczki kwasu 

fenyloboronowego dodatkowej grupy boronowej w pozycji orto istotnie zwiększa siłę 

synergistycznego oddziaływania z karbapenemami choć osłabia synergię 

z ceftazydymem. Z kolei obecność fluoru w cząsteczce kwasów aryloboronowych osłabia 

synergię z karbapenemami, ale nasila synergię z ceftazydymem. 

6.5. Opracowanie nowej metodyki wyznaczania górnej granicy MSW 

Istotnym elementem badań przedklinicznych nowych związków 

przeciwdrobnoustrojowych jest prawidłowe wyznaczenie w warunkach in vitro ich 

zakresu stężeń, w których może dochodzić do selekcji lekoopornych mutantów in vivo 

(tzw. parametru MSW) [46,59]. Jego dolną granicę stanowi wartość MIC komórek 

wrażliwych typu dzikiego a górną wartość MPC, tj. najmniejszego stężenia antybiotyku 

całkowicie hamującego wzrost drobnoustrojów, gdy jego działaniu poddanych zostanie 

co najmniej 1010 CFU [58]. Wiadomo, że stężenia antybiotyków utrzymujące się w trakcie 

terapii w zakresie MSW mogą być przyczyną niepowodzeń terapeutycznych oraz 
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sprzyjają selekcji szczepów opornych [187], a pochodne o porównywalnej aktywności 

i podobnej strukturze mogą znacznie różnić się pod względem zakresu MSW [46,59,189]. 

Do dalszych prac badawczo-rozwojowych należy więc typować związki nie tylko 

o wysokiej aktywności, ale także takie, dla których będzie możliwe osiągnięcie in vivo 

stężeń powyżej wartości MPC, tj. w najmniejszym stopniu generujące szybkie narastanie 

oporności szczepów bakteryjnych w trakcie stosowania związku w lecznictwie. Mając 

jednak na uwadze, iż: (I) wartości MPC wyznaczane aktualnie in vitro metodą 

rozcieńczeń w agarze charakteryzują się niedostateczną powtarzalnością [83], (II) zakresy 

MSW wyznaczone aktualnie in vitro nie zawsze są tożsame z zakresami obserwowanymi 

później in vivo [86,87], (III) istnieje konieczność opracowania nowych, ograniczających 

narastanie oporności schematów dawkowania antybiotyków [8,57] oraz (IV) jak dotąd nie 

udało się wykorzystać parametru MPC jako podstawy takiego schematu dawkowania, 

w niniejszej pracy doktorskiej, w Publikacji O3 zaproponowano nowe podejście do 

wyznaczania potencjału selekcjonowania oporności przez związki 

przeciwdrobnoustrojowe. 

Opracowano nowe parametry in vitro charakteryzujące ten potencjał: minimalne 

stężenie zapobiegające selekcji mutantów dominujących (ang. dominant mutant 

prevention concentration–MPC-D), okno selekcji mutantów dominujących (ang. 

dominant mutant selection window – MSW-D), minimalne stężenie zapobiegające 

selekcji mutantów o obniżonej sprawności (ang. inferior mutant prevention 

concentration–MPC-F) oraz okno selekcji mutantów o obniżonej sprawności (ang. 

inferior mutant selection window–MSW-F). Wartości MPC-D oraz MSW-D odnoszą się 

do lekoopornych mutantów selekcjonowanych z dużą częstością, bez znaczących zmian 

w sprawności w porównaniu do komórek typu dzikiego, co do których istnieje wysokie 

prawdopodobieństwo, że będą one w stanie ustanowić oporną populację in vivo. 

Zaproponowano by w metodzie rozcieńczeń w agarze wartość MPC-D wyznaczać jako 

najmniejsze stężenie związku przeciwdrobnoustrojowego, dla którego częstość selekcji 

lekoopornych mutantów in vitro (ang. frequency of spontaneus mutant selection – FSMS) 

wynosi <10-10. Uznano, że mutanty powstające z mniejszą częstością niż 10-10 będą 

w minimalnym stopniu przyczyniały by się do selekcji szczepów opornych, bowiem 

lekooporne mutanty mogą być kontrolowane przez układ immunologiczny większości 

pacjentów jeżeli tylko ich liczba utrzymuje się na niskim poziomie. Za bezpieczne dla 

powodzenia antybiotykoterapii przyjmuje się często już te stężenia antybiotyków, dla 

których częstość selekcji opornych mutantów w warunkach in vitro wynosi 1x10-8 lub 
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mniej [46,77,78]. Mutanty powstające z mniejszą częstością niż 10-10 nie zawsze mogą być 

również wykryte w trakcie badań in vitro. Powiązanie wartości MPC-D z wartością 

FSMS jest zatem kluczowe dla zwiększenia powtarzalności oznaczania parametru MPC-

D w porównaniu do oryginalnej wartości MPC.  

Aby jednak lepiej i szybciej ocenić czy lekooporne mutanty selekcjonowane in vitro 

nie są znacząco mniej sprawne niż komórki typu dzikiego, zaproponowano wyznaczanie 

wartości MPC-D metodą rozcieńczeń związku w bulionie. W tej metodzie wartość  

MPC-D zdefiniowano jako najniższe stężenie leku, które uniemożliwia lekoopornym 

mutantom selekcjonowanych spośród 1010 CFU ustanowienie opornej populacji 

o gęstości co najmniej 10 CFU/ml w trakcie 24h inkubacji w podłożu płynnym ze 

związkiem (tj. mutanty nie są w stanie zdominować populacji o tak wysokiej gęstości). 

Z kolei parametry MPC-F/MSW-F odnoszą się do lekoopornych mutantów, u których 

nabycie lekooporności spowodowało jednocześnie znaczne osłabienie sprawności. 

Mutanty te mogą powstać in vitro, ale zważywszy na ich brak zdolności do dominowania 

w populacji, jest mało prawdopodobne by były selekcjonowane in vivo.  

Ponadto, mając na uwadze fakt, iż do precyzyjnego wyznaczenia górnej granicy 

MSW kluczowe znaczenie ma otrzymanie zawiesiny komórek bakterii o wysokiej 

gęstości, tj. min. 1010 CFU/ml [58], a analiza piśmiennictwa wykazała, że tylko w kilku 

publikacjach udało się otrzymać do doświadczeń tak gęste zawiesiny komórek [58,74,80], 

w niniejszej pracy doktorskiej opracowano nową metodę otrzymywania inokulum 

o wysokiej gęstości (>1011 CFU/ml), polegającą na wielostopniowym zagęszczaniu 

hodowli płynnej.  

W Publikacji O3 wyznaczono potencjał selekcjonowania oporności przy użyciu 

powyższej, nowej metodyki i dokonano porównania z klasyczną metodą wyznaczania 

MPC. Wyznaczono wartości MPC-D/MSW-D oraz MPC/MSW cyprofloksacyny, 

linezolidu i nowego benzosiloksaborolu No37 dla szczepu S. aureus ATCC 29213 

metodą rozcieńczeń w agarze. Nowością pracy jest także powiązanie wartości 

klasycznego MPC z częstością selekcji opornych mutantów w metodzie rozcieńczeń 

w agarze co ma miejsce w opracowanej metodyce wyznaczania wartości nowego 

parametru MPC-D. Ponadto wyznaczono wartości MPC-D/MSW-D i MPC-F/MSW-F 

tych związków przeciwbakteryjnych dla tego samego szczepu nową metodą rozcieńczeń 

w bulionie. Badany zakres stężeń każdego związku przeciwbakteryjnego w obu metodach 

wynosił 1−32xMIC, a badaniu na każdym stężeniu poddawano 1010 CFU. Dzięki 

zastosowaniu nowej metody wielostopniowego zagęszczania hodowli płynnej bakterii 
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w trakcie dwóch powtórzeń doświadczenia uzyskano wyjściowe inokula o gęstości 

7,5x1011 CFU/ml oraz 5x1011 CFU/ml. Niezależnie od zastosowanej metody, zakresy 

wszystkich okien selekcji mutantów (MSW10
10, MSW-D10

10, MSW-F10
10) opornych na 

linezolid i benzosiloksaborol No37 były identyczne i wynosiły odpowiednio 1−2xMIC 

oraz 1−32xMIC. Zupełnie inne wyniki uzyskano w przypadku cyprofloksacyny, dla 

której najwęższy zakres miało MSW-D10
10 w metodzie rozcieńczeń w bulionie 

(1−8xMIC) oraz MSW-D10
10 w metodzie rozcieńczeń w agarze (1−16xMIC). Zakres 

MSW-F10
10 wynosił natomiast 1−32xMIC a zakres oryginalnego MSW10

10 aż 

1−>32xMIC. Jednakże częstość selekcji cyprofloksacyno-opornych mutantów na 

stężeniu 32xMIC była ekstremalnie niska i wynosiła 4,5x10-11. Zatem wartość MPC 

cyprofloksacyny uzyskana w niniejszej pracy nie byłaby odtwarzalna w przypadku 

poddaniu badaniu populacji mniejszej niż 2,2x1010 CFU, mimo iż byłaby to populacja 

wystarczająca do wyznaczenia wyniku MPC10
10. 

W Publikacji O3 wykazano zatem, że wartości MPC-D w przypadku niektórych 

związków przeciwbakteryjnych są niższe niż wartości MPC, przez co mogą okazać się 

bardziej akceptowalne klinicznie jako podstawa schematów dawkowania leków. 

Wykazano również, że wyznaczane metodą rozcieńczeń w agarze wartości MPC-D mogą 

być bardziej powtarzalne i odtwarzalne niż wartości MPC. W pracy zaproponowano 

ponadto wyznaczanie zakresu MSW za pomocą nowej metody rozcieńczeń w bulionie, 

w której dodatkowy etap 24-godzinnej inkubacji wyjściowej populacji w podłożu ze 

związkiem pozwala zróżnicować dominujące mutanty od mutantów o obniżonej 

sprawności. Zakresy MSW-D wyznaczane tą metodą powinny lepiej korelować 

z zakresami MSW obserwowanymi później w badaniach in vivo. W badaniach 

przedklinicznych zaproponowane w niniejszej pracy nowe podejście do oceny potencjału 

selekcjonowania oporności przez związki przeciwdrobnoustrojowe zwiększy szansę na 

wytypowanie do dalszych prac in vitro i in vivo związku i jego zakresu stężeń 

w najmniejszym stopniu sprzyjających narastaniu oporności w czasie jego stosowania 

w lecznictwie. W dalszej perspektywie, może ono przyczynić się do opracowania 

ograniczających narastanie oporności schematów dawkowania. 
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7. Kopie opublikowanych prac 

7.1. Publikacja P1 
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7.2. Publikacja O1 
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Kompletne Supplementary Materials do Publikacji O1 dostępne są pod adresem: 

https://www.rsc.org/suppdata/d1/ra/d1ra04127d/d1ra04127d1.pdf
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7.3. Publikacja O2 
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Kompletne Supplementary Materials do Publikacji O2 dostępne są pod adresem: 

https://www.rsc.org/suppdata/d2/ra/d2ra03910a/d2ra03910a5.pdf
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7.4. Publikacja O3 
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7.5. Publikacja O4 
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https://www.mdpi.com/article/10.3390/molecules28217362/s1
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8. Podsumowanie 

Narastająca w ostatnich latach oporność drobnoustrojów i postępująca utrata 

skuteczności znanych antybiotyków, której towarzyszy niedostateczna liczba nowych 

leków przeciwdrobnoustrojowych wprowadzanych do obrotu oraz przechodzących 

badania kliniczne stanowi poważne zagrożenie dla zdrowia publicznego. Konieczne są 

zarówno działania prowadzące do spowolnienia zjawiska narastania oporności na znane 

antybiotyki (m. in. opracowanie schematów dawkowania ograniczających selekcję 

lekoopornych mutantów) jak i poszukiwanie nowych, najlepiej innowacyjnych substancji 

aktywnych wobec wielolekoopornych drobnoustrojów, zwłaszcza tych ujętych na listach 

patogenów priorytetowych WHO. W badaniach przedklinicznych niezbędne jest także 

zwiększenie precyzji metod in vitro charakteryzujących potencjał związków do 

selekcjonowania oporności in vivo, w celu typowania do dalszych prac kandydata na 

potencjalny lek w jak najmniejszym stopniu narażonego w przyszłości na szybką utratę 

skuteczności klinicznej.  

W niniejszej pracy poszukiwano substancji o aktywności przeciwdrobnoustrojowej 

wśród nowo otrzymanych benzosiloksaboroli i pokrewnych heterocykli o rozszerzonym 

pierścieniu (44 związki) oraz kwasów aryloboronowych (33 związki), głównie di- oraz 

triboronowych. Opracowano także nowe podejście do oceny potencjału selekcjonowania 

oporności przez związki przeciwbakteryjne. 

 

I. Podsumowanie poszukiwań nowych związków o aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej 

1. Wykazano wysoką, porównywalną z linezolidem bezpośrednią aktywność 

przeciwgronkowcową 18 z 44 badanych benzosiloksaboroli, w tym: 

16 pochodnych benzenosulfonianowych (zakres wartości MIC 0,39–3,12 mg/l) 

oraz 2 pochodnych sulfonamidowych (zakres wartości MIC 3,12– 6,25 mg/l). 

Wysoką aktywność benzosiloksaboroli sulfonamidowych potwierdzono także 

wobec pięciu klinicznych szczepów MRSA (zakres wartości MIC 3,12–

6,25 mg/l). Ponadto wykazano wysoką aktywność przeciwenterokokową 

3 benzosiloksaboroli benzenosulfonianowych (MIC 6,25 mg/l) oraz aktywność 

od umiarkowanej po niską wobec ziarenkowców Gram-dodatnich kolejnych 

10 benzosiloksaboroli (zakres wartości MIC 12,5–>400 mg/l). Jednocześnie 

stwierdzono, że badane beznzosiloksaborole nie wykazują istotnej aktywności 
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bezpośredniej wobec grzybów drożdżopodobnych ani bakterii Gram-ujemnych 

oraz w większości (31 z 44 badanych związków) nie są substratami dla pomp 

błonowych bakterii Gram-ujemnych. 

2. Zaobserwowano, że aktywność benzosiloksaboroli benzenosulfonianowych 

wobec ziarenkowców Gram-dodatnich nasila się w obecności w pierścieniu 

benzenowym atomu chloru lub grupy trifluorometylowej w pozycji para, obu 

tych podstawników lub dwóch atomów chloru w pozycji para i meta lub trzech 

grup metylowych w pozycji 2, 4 i 6. Pochodne takie wykazywały wyższą niż 

linezolid aktywność wobec szczepów S. aureus - wartości MIC dla MSSA 

w zakresie 0,39–0,78 mg/l (MIC linezolidu 1 mg/l), a dla MRSA w zakresie 

0,39–1,56 mg/l (MIC linezolidu 2 mg/l). Były one również wysoce aktywne 

wobec enterokoków (MIC 6,25 mg/l). Z kolei benzosiloksaborole 

benzenosulfonianowe niepodstawione przy pierścieniu beznenowym lub 

podstawione fluorem, bromem, jodem, jedną grupą metylową, nitrową, 

metoksylową, acetylową lub tert-butylową wykazywały aktywność wobec 

szczepów S. aureus porównywalną lub mniejszą niż linezolid (zakres wartości 

MIC 1,56–3,12 mg/l) oraz umiarkowaną wobec enterokoków (wartości MIC 

12,5–50 mg/l). 

3. Na podstawie dokonanego przeglądu piśmiennictwa dotyczącego właściwości 

przeciwdrobnoustrojowych benzoksaboroli wskazano syntetazę leucylo-tRNA 

(LeuRS) jako prawdopodobny punkt uchwytu otrzymanych benzosiloksaboroli. 

Analiza wyników badań mikrobiologicznych pozwoliła na wytypowanie 

najbardziej aktywnych związków do dalszych badań in silico. Były to dwa 

benzosiloksaborole sulfonamidowe (3e i 3f) o wysokiej bezpośredniej 

aktywności przeciwgronkowcowej (MIC 3,12–6,25 mg/l) i dwa benzosiloksa-

borole (3a i 3d) o niskiej aktywności wobec gronkowców (MIC 50–200 mg/l). 

Wykonane przez zewnętrzną jednostkę dokowanie molekularne potwierdziło, że 

najbardziej aktywne związki mogą tworzyć stabilne addukty z LeuRS i wiązać 

się do jej miejsca aktywnego. Zatem bezpośrednia aktywność wobec 

ziarenkowców Gram-dodatnich wykazana w niniejszej pracy wynika 

najprawdopodobniej z wiązania się badanych benzosiloksaboroli z enzymem 

LeuRS. 

4. Wykazano wysoką bezpośrednią aktywność przeciwgronkowcową kwasu  

2-fluoro-5-trifluorometylo-1,3-fenylenodiboronowego (zakres wartości MIC  
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0,78–12,5 mg/l) oraz aktywność przeciwgrzybiczą od wysokiej po umiarkowaną 

wobec szczepów Candida spp. kwasu 4-trifluorometylo-1,2-

fenylenodiboronowego (zakres wartości MIC 3,12–25 mg/l). Ponadto 

stwierdzono, że wśród 33 badanych kwasów aryloboronowych bezpośrednią 

aktywność przeciwdrobnoustrojową od umiarkowanej po niską (zakres wartości 

MIC 12,5–>400 mg/l) wobec bakterii Gram-dodatnich wykazuje 25 pochodnych, 

wobec bakterii Gram-ujemnych 19 pochodnych, a wobec grzybów 

drożdżopodobnych 21 pochodnych. Badane kwasy aryloboronowe w większości 

(29 z 33 związków) nie są substratami dla błonowych pomp MDR bakterii Gram-

ujemnych.  

5. Stwierdzono, że wśród 33 badanych kwasów aryloboronowych 25 pochodnych 

wykazuje aktywność BLI w wysokich stężeniach (30–300 μg/krążek). Spośród 

nich 17 związków wykazuje aktywność BLI także w niskich stężeniach  

(4–16 mg/l), porównywalnych ze stężeniami, w których stosowane są najnowsze 

inhibitory β-laktamaz (waborbaktam, awibaktam oraz relebaktam). Spośród 

17 związków, które w niskich stężeniach miały aktywność BLI, 16 pochodnych 

zwiększało wrażliwość na ceftazydym AmpC-dodatnich szczepów E. coli 

i P. aeruginosa, a 7 związków zwiększało wrażliwość na karbapenemy KPC-

dodatnich szczepów K. pneumoniae oraz E. coli. W szczególności stwierdzono, 

że: 

a. Aktywność BLI w niskich stężeniach wykazują wyłącznie niepodstawione 

kwasy aryloboronowe oraz ich fluorowe pochodne. 

b. Kwas orto-fenylenodiboronowy wśród badanych związków wykazuje 

najwyższą aktywność BLI wobec szczepów KPC-dodatnich – osiągnięto 

nawet 64/16/8-krotne redukcje wartości MIC karbapenemów dla tych 

szczepów odpowiednio przy jego stężeniach 16/8/4 mg/l. Przywrócił on 

wrażliwość na meropenem wszystkim czterem badanym szczepom KPC-

dodatnim, a na imipenem 3 z 4 badanych szczepów. Związek ten 

wykazywał także aktywność BLI w niskich stężeniach wobec szczepów 

AmpC-dodatnich (osiągnięto maksymalnie 4/2/2-krotne redukcje 

wartości MIC ceftazydymu odpowiednio przy jego stężeniach 

16/8/4 mg/l), nie przywrócił on jednak wrażliwości tych szczepów na 

ceftazydym. 
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c. Kwas para-fenylenodiboronowy w niskich stężeniach wykazuje zarówno 

aktywność BLI wobec szczepów KPC-dodatnich (przywrócił wrażliwość 

na meropenem wszystkim czterem badanym szczepom, a na imipenem  

3 z 4 badanych szczepów) jak i wobec szczepów AmpC-dodatnich 

(przywrócił wrażliwość na ceftazydym obu badanym szczepom).  

d. Kwasy meta-fenylenodiboronowe w niskich stężeniach wykazują 

aktywność BLI jedynie wobec szczepów AmpC-dodatnich – przywracają 

wrażliwość na ceftazydym szczepowi E. coli CMY-2-dodatniemu oraz 

zwiększają wrażliwość szczepu P. aeruginosa cAmpC-dodatniego na 

ceftazydym (nawet 8/8/4-krotnie odpowiednio przy ich stężeniach 

16/8/4 mg/l), nie przywracając jednak jego wrażliwości na ten antybiotyk. 

e. Kwasy tiofenoboronowe oraz kwas fenyleno-1,2,4-triboronowy w niskich 

stężeniach wykazują aktywność BLI jedynie wobec szczepów AmpC-

dodatnich – powodują maksymalnie 4/2/2-krotne redukcje wartości MIC 

ceftazydymu odpowiednio przy ich stężeniach 16/8/4 mg/l, nie 

przywracając jednak wrażliwości na ceftazydym żadnemu z badanych 

szczepów AmpC-dodatnich. 

6. W badaniach z wykorzystaniem całych komórek oraz wyizolowanych białek 

całkowitych transformanta E. coli DH5α niosącego gen blaKPC-3 potwierdzono, 

że enzymy typu KPC są celem molekularnym dla kwasów orto- i para- ale nie 

meta-fenyleonodiboronowych. Kwasy orto- i para-fenylenodiboronowe 

w stężeniach 16/8/4 mg/l redukowały wartości MIC meropenemu badanego 

transformanta odpowiednio 32/16/4-krotnie oraz 16/8/4-krotnie, a kwas meta-

fenylenodiboronowy maksymalnie 2-krotnie. Ponadto w teście hydrolizy 

nitrocefiny uzyskano redukcje absorbancji dla białek całkowitych transformanta 

w obecności kwasów orto-, para- i meta-fenylenodiboronowych w porównaniu 

do kontroli pozytywnej. Redukcja absorbancji wynosiła przy obecności w/w 

kwasów fenylenodiboronowych odpowiednio 44/42/29% przy stężeniu 16 mg/l 

oraz 35/35/18% przy stężeniu 8 mg/l. Symulacje QM/MM przeprowadzone 

następnie przez zespoły z Uniwersytetu Warszawskiego i Politechniki 

Warszawskiej wykazały, że kwas orto-fenylenodiboronowy najczęściej 

i najszybciej spośród badanych związków osiągał konfigurację pozwalającą na 

przeprowadzenie addycji nukleofilowej w sprzyjających warunkach do KPC-2. 
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7. Metodą szachownicy wyznaczono w sumie 34 wartości FICI dla kombinacji 

z ceftazydymem 17 aromatycznych kwasów boronowych (i PBA) o aktywności 

BLI w niskich stężeniach wobec szczepów AmpC-dodatnich oraz 96 wartości 

FICI dla kombinacji z 3 karbapenemami (meropenem, imipenem oraz ertapenem) 

7 kwasów fenyloboronowych o aktywności BLI w niskich stężeniach wobec 

szczepów KPC-dodatnich. Następnie przeprowadzono analizę statystyczną, 

która pozwoliła na udowodnienie, że: 

a.  synergia z karbapenemami jest istotnie silniejsza w przypadku kwasów 

orto-fenylenodiboronowych niż w przypadku kwasów para-

fenylenodiboronowych i fenyloboronowych (w obu przypadkach 

p=0,0001);  

b. synergia kwasów fenyloboronowych z karbapenemami jest istotnie 

silniejsza wobec szczepów KPC-3-dodatnich niż wobec szczepów KPC-

2-dodatnich (p=0,046); 

c. synergia z ceftazydymem jest istotnie słabsza w przypadku kwasów orto-

fenylenodiboronowych niż kwasów meta-fenylenodiboronowych 

(p=0,04) oraz fenyloboronowych (p=0,008); 

d. wprowadzenie podstawnika fluorowego nasila synergię działania kwasów 

aryloboronowych z ceftazydymem wobec szczepów CMY-2-dodatnich 

(p=0,005) oraz osłabia synergię kwasów fenyloboronowych 

z karbapenemami wobec szczepów KPC-dodatnich (p=0,036). 

 

II. Podsumowanie prac nad nowym podejściem do oceny potencjału do selekcjonowania 

oporności bakterii przez związki przeciwbakteryjne 

1. Opracowano nowe parametry in vitro charakteryzujące potencjał związków do 

selekcjonowania oporności:  

a. parametry MPC-D i MSW-D odnoszące się do tzw. dominujących 

mutantów (selekcjonowanych z dużą częstością, bez znaczących zmian 

w sprawności w porównaniu do komórek typu dzikiego, co do których 

istnieje wysokie prawdopodobieństwo, że będą one w stanie ustanowić 

oporną populację in vivo); 

b.  parametry MPC-F i MSW-F odnoszące się do mutantów o obniżonej 

sprawności, które mogą powstać in vitro, ale jest mało prawdopodobne by 

były selekcjonowane in vivo.  
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2. Nowością pracy jest także powiązanie wartości klasycznego MPC z częstością 

selekcji opornych mutantów w metodzie rozcieńczeń w agarze co ma miejsce 

w opracowanej metodyce wyznaczania wartości nowego parametru MPC-D. 

Zaproponowano by w metodzie rozcieńczeń w agarze wartość MPC-D wyznaczać 

jako najmniejsze stężenie, dla którego wartość FSMS wynosi <10-10, co jest 

kluczowe dla zwiększenia powtarzalności tego parametru (MPC-D) 

w porównaniu do oryginalnej wartości MPC (bowiem mutanty rzadziej 

powstające, nie zawsze mogą być wykryte w trakcie badań in vitro).  

3. Aby zwiększyć zgodność zakresów MSW wyznaczanych in vitro z zakresami 

obserwowanymi później in vivo, zaproponowano wyznaczanie wartości MPC-D 

oraz MPC-F nową metodą rozcieńczeń związku w bulionie. W tej metodzie  

MPC-D zdefiniowano jako najniższe stężenie leku, które uniemożliwia 

lekoopornym mutantom selekcjonowanych spośród 1010 CFU ustanowienie 

opornej populacji o gęstości co najmniej 10 CFU/ml w trakcie 24-godzinnej 

inkubacji w podłożu płynnym ze związkiem. Natomiast MPC-F zdefiniowano 

jako najniższe stężenie leku całkowicie hamujące selekcję opornych mutantów po 

24-godzinnej inkubacji w podłożu płynnym ze związkiem.  

4. Wyznaczono parametry MPC i MPC-D cyprofloksacyny, linezolidu i nowego 

benzosiloksaborolu No37 dla szczepu S. aureus ATCC 29213 metodą rozcieńczeń 

w agarze oraz parametry MPC-D i MPC-F metodą rozcieńczeń w bulionie. 

Wykazano, że w przypadku niektórych antybiotyków (np. cyprofloksacyna) 

wartości MPC-D mogą być niższe niż wartości MPC, przez co bardziej 

akceptowalne klinicznie jako podstawa schematów dawkowania. Natomiast 

w przypadku innych związków (np. linezolid, benzosiloksaborol No37) wartości 

MPC-D są równe wartościom MPC.  

5. Opracowano nową metodę otrzymywania inokulum bakteryjnego o wysokiej 

gęstości (>1011 CFU/ml), polegającą na wielostopniowym zagęszczaniu hodowli 

płynnej. Wyjściowe inokula szczepu S. aureus ATCC 29213, uzyskane nową 

metodą, miały gęstości 5–7,5x1011 CFU/ml, co jest kluczowe przy wyznaczaniu 

parametrów MPCs. 
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9. Wnioski 

1. Uzyskane wyniki bezpośredniej aktywności przeciwgronkowcowej  

i przeciwenterokokowej benzosiloksaboroli benzenosulfonianowych oraz 

sulfonamidowych, które są porównywalne lub wyższe niż aktywność linezolidu 

(także wobec klinicznych szczepów MRSA) wskazują, iż benzosiloksaborole są 

innowacyjną grupą związków o obiecującej, bezpośredniej aktywności wobec 

ziarenkowców Gram-dodatnich. Ich prawdopodobnym punktem uchwytu jest 

syntetaza leucylo-tRNA. 

 

2. Na podstawie uzyskanych wyników badań mikrobiologicznych wysnuto wnioski 

dotyczące korelacji struktura-aktywność bezpośrednia benzosiloksaboroli. 

Kluczowe znaczenie dla uzyskania wysokiej aktywności benzosiloksaboroli wobec 

ziarenkowców Gram-dodatnich ma obecność w cząsteczce ugrupowania 

benzenosulfonianowego lub sulfonamidowego. Aktywność benzosiloksaboroli 

benzenosulfonianowych nasila obecność w pierścieniu benzenowym podstawnika 

chloru lub grupy trifluorometylowej w pozycji para, obu tych podstawników lub 

dwóch atomów chloru w pozycji para i meta lub trzech grup metylowych w pozycji 

2, 4 i 6. Uzyskane analizy wskazują na celowość prowadzenia w przyszłości dalszych 

ukierunkowanych już syntez związków o określonych strukturach, tak aby uzyskać 

najwyższą aktywność przeciwdrobnoustrojową. 

 

3. Wyniki szerokospektralnych i pogłębionych badań mikrobiologicznych, wskazują iż 

kwasy fenylenodiboronowe są obiecującymi strukturami wyjściowymi do 

projektowania pochodnych o aktywności inhibitorów β-laktamaz typu KPC/AmpC. 

Wprowadzenie do cząsteczki kwasu fenyloboronowego dodatkowej grupy 

boronowej w pozycji orto istotnie zwiększa siłę synergistycznego oddziaływania 

tego związku z karbapenemami wobec szczepów KPC-dodatnich choć osłabia 

synergię z ceftazydymem wobec szczepów AmpC-dodatnich. Z kolei obecność 

fluoru w cząsteczce kwasów aryloboronowych osłabia synergię działania tych 

kwasów z karbapenemami, ale nasila synergię z ceftazydymem.  

 

4. Wykazana w pracy wysoką aktywność kwasów fenylenodiboronowych jako 

inhibitorów enzymów typu KPC/AmpC, w połączeniu z ich brakiem 
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cytotoksyczności w aktywnym zakresie stężeń oraz cytotoksycznością PBA w tym 

samym zakresie stężeń, pozwala stwierdzić iż kwasy fenylenodiboronowe mogą być 

postrzegane jako lepsze niż PBA struktury wyjściowe do syntezy nowych, 

innowacyjnych inhibitorów β-laktamaz bakterii Gram-ujemnych, zwłaszcza 

enzymów typu KPC. 

 

5. Zaproponowany w niniejszej pracy, nowy parametr MPC-D, dzięki swojemu 

powiązaniu z częstością selekcji opornych mutantów in vitro, powinien 

charakteryzować się lepszą powtarzalnością niż parametr MPC. Ma również szansę 

być bardziej akceptowalny klinicznie jako podstawa schematów dawkowania, 

bowiem dla niektórych kombinacji antybiotyk-szczep wartość MPC-D jest niższa niż 

wartość MPC. Wyznaczanie wartości MPC-D za pomocą nowej metody rozcieńczeń 

w bulionie może zwiększyć zgodność zakresów MSW wyznaczanych in vitro z tymi 

obserwowanymi in vivo, dzięki możliwości zróżnicowania lekoopornych mutantów 

otrzymywanych in vitro na mutanty zdolne do dominowania w populacji i te zdolne 

jedynie do przeżycia w obecności związku.
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