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Narastajgca wielolekooporno$é¢ wsréd szczepow drobnoustrojéw sprawila, ze w lecznictwie
pilnie potrzebne sg kolejne, oryginalne leki aktywne wobec patogenéw, gléwnie wobec tzw.
patogenéw priorytetowych, dla ktérych dostepnych jest niepokojaco mato opcji terapeutycznych.
W opinii WHO, liczba takich lekéw wprowadzonych w ostatnich latach do obrotu oraz aktualnie
przechodzacych badania kliniczne jest niewystarczajaca. Jednoczesnie, w badaniach
przedklinicznych znajduje si¢ wiele substancji o obiecujgcej aktywnosci wobec bakterii 1 grzybow.
Brakuje jednak parametréw in vitro pozwalajacych na tym etapie precyzyjnie przewidzie¢ zakres
stezefi, w ktérym moze dochodzi¢ do selekcji opornych mutantéw w warunkach in vivo (ang.
mutant selection window — MSW). Wartos¢ MPC (ang. mutant prevention concentration)
wyznaczajgca goérng granice MSW czesto przekracza prog toksycznodci lekéw, a takze
charakteryzuje si¢ niedostateczna powtarzalno$cig in vitro oraz slaba odtwarzalno$cia in vivo.
Utrudnia to wskazywanie do dalszych etapéw prac badawczo-rozwojowych zwigzkéw
o najmniejszym potencjale selekcjonowania opornosci szczepéw bakteryjnych in vivo oraz
opracowanie nowych, ograniczajacych narastanie opornosci schematéw dawkowania.

Celami niniejszej pracy bylo: (I) poszukiwanie ws$réd nowych pochodnych
boraheterocyklicznych i kwaséw aryloboronowych substancji aktywnych wobec bakterii
i grzybéw drozdzopodobnych oraz (II) opracowanie nowego podejécia do oceny potencjalu
selekcjonowania oporno$ci wéréd szczepdw bakteryjnych przez zwiagzki przeciwbakteryjne,
mozliwego do zastosowania na wezesnym etapie przedklinicznych badan in vitro.

Realizujac cel I prowadzono szerokie badania mikrobiologiczne 44 benzosiloksaboroli oraz
33 kwas6éw aryloboronowych, giéwnie di- oraz triboronowych. W pracy zbadano: (A) ich
bezposredniag aktywno$¢ wobec bakterii i grzybéw drozdzopodobnych (wyznaczajgc wartosci
MIC, MBC i MFC dla szczep6w wzorcowych i klinicznych); (B) udziat blonowych pomp MDR
(ang. multidrug-resistant) bakterii Gram-ujemnych w aktywnym usuwaniu zwigzkéw z komérki
(wyznaczajac wartosci MIC w obecnosci inhibitora pomp), (C) zdolnos¢ zwiazkéw do inhibicji
B-laktamaz  (krgzkowymi testami kombinowanymi, wyznaczajgc wartosci MIC
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B-laktaméw w obecnosci badanych zwiazkow dla szczepéw KPC-, AmpC- oraz VIM-dodatnich,
oraz potwierdzajgc cel molekularny metodami mikrobiologicznymi i biochemicznymi) oraz (D)
zalezno$¢ struktura — sila synergistycznego oddzialywania kwaséw aryloboronowych
z B-laktamami (wyznaczajac metodg szachownicy wartodci FICI i okre$lajgc rodzaj interakcji,
a takze przeprowadzajac analizg statystyczng).

W pracy stwierdzono wysoka aktywno$é przeciwgronkowcows, 18 benzosiloksaboroli
benzenosulfonianowych i sulfonamidowych (wartosci MIC 0,39-6,25 mg/l) oraz wysoka
aktywno$¢ przeciwenterokokowa 3 benzosiloksaboroli benzenosulfonianowych (wartosci MIC
6,25 mg/l). Wykazano zdolno$¢ do inhibicji B-laktamaz typu KPC/AmpC 25 zwigzkow
w wysokich stezeniach (30-300 pg/krazek), a 17 kwaséw aryloboronowych takze w niskich
stezeniach (4—16 mg/1). Kwas orto-fenylenodiboronowy najefektywniej przywracal wrazliwo$¢ na
karbapenemy szczepom Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae KPC-dodatnim (powodujgc
nawet 64-krotne redukcje warto$ci MIC karbapenem6w) oraz umiarkowanie zwigkszal aktywnos¢
ceftazydymu wobec szczepéw E. coli i Pseudomonas aeruginosa AmpC-dodatnich, nie
przywracajgc wrazliwoéci tym szczepom. Kwasy para-fenylenodiboronowe przywracaly
wrazliwo$¢ na karbapenemy szczepom KPC-dodatnim i na ceftazydym szczepom AmpC-
dodatnim, natomiast kwasy meta-fenylenodiboronowe przywracaly wrazliwos¢ na ceftazydym
szczepowi E. coli CMY-2-dadatniemu. Badania z wykorzystaniem calych komérek oraz
wyizolowanych bialek calkowitych transformanta E. coli DH5a niosacego gen blakec-s
potwierdzily, ze enzymy typu KPC sg punktem uchwytu kwaséw orto- i para- ale nie meta-
fenyleonodiboronowych. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazala, ze obecno§¢ dwéch
grup boronowych wpozycji orfo istotnie nasila synergi¢ kwaséw fenylenodiboronowych
z karbapenemami (p=0,0001) ale oslabia ich synergi¢ z ceftazydymem (p=0,04). Z kolei obecno$¢
fluoru w czgsteczce oslabia synergie tych kwas6éw z karbapenemami (p=0,036) ale nasila synergi¢
z ceftazydymem (p=0,005). Nie wykryto natomiast istotnego udzialu blonowych pomp MDR
w aktywnym usuwaniu badanych zwigzkéw z komoérek bakteryjnych.

Realizujac cel II opracowano: (A) nowe parametry in vitro do wyznaczania gornej granicy
zakresu MSW, tj. parametr MPC-D (odnoszacy si¢ do tzw. dominujgcych mutantéw o wysokim
potencjale selekcjonowania takze in vivo) oraz parametr MPC-F (odnoszacy si¢ do mutantéw

o obnizonej sprawnosci), (B) nowg metode rozcieficzeh w bulionie do wyznaczania wartosci
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MPC-D i MPC-F oraz (C) nowsa, wielostopniowa metod¢ otrzymywania inokulum bakteryjnego
o wysokiej gestosci (>10'! CFU/ml), zwigkszajacego precyzj¢ wyznaczania zaproponowanych
parametréw. Nowoscia pracy jest takze powigzanie wartosci klasycznego MPC z czgstoscia
selekeji opornych mutantéw w metodzie rozcieficzen w agarze, co ma miejsce W opracowanej
metodyce wyznaczania warto$ci nowego parametru MPC-D. Badania prowadzono na szczepie
S. aureus ATCC 29213 dla 3 zwigzkéw bedacych przedstawicielami réznych grup o dziataniu
przeciwbakteryjnym, tj. cyprofloksacyny, linezolidu i benzosiloksaborolu No37. Metoda
rozcieficzeh w agarze wyznaczono warto$ci MPC i MPC-D, a metodg rozcieficzers w bulionie
warto$ci MPC-D i MPC-F. Wyjéciowe inokula bakterii, uzyskane nowa metoda mialy gestosci
5-7,5x10!! CFU/ml, co jest kluczowe przy wyznaczaniu parametréw MPC. W przypadku
linezolidu i benzosiloksaborolu No37 wszystkie wyznaczone parametry mialy taka samg wartos¢.
W przypadku cyprofloksacyny uzyskano wynik: MPC-D<MPC-F<MPC. Jej wartosci MPC-D
wyznaczone obiema metodami byly poréwnywalne. W pracy wykazano zatem, iz: (I) MPC-D
moze by¢ w przypadku niekt6rych zwiazkéw przeciwbakteryjnych nizsze niz MPC, przez co
bardziej akceptowalne klinicznie jako podstawa schematow dawkowania, (IT) powigzanie wartosci
MPC-D z czestosdcia selekeji opornych mutantéw jest kluczowe dla zwigkszenia powtarzalno$ci
in vitro parametru MPC-D w poréwnaniu do parametru MPC oraz (III) zaproponowana metoda
rozcienczern w bulionie pozwala na zréznicowanie mutantéw powstajacych in vitro na mutanty
dominujace oraz mutanty o obnizonej sprawnosci, przez co parametr MPC-D ma szansg by¢ lepiej
odtwarzalny in vivo w poréwnaniu do parametru MPC.

Uzyskane w pracy wyniki aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej badanych zwigzkow
boroorganicznych w polgczeniu z brakiem ich cytotoksycznodci pozwalajg stwierdzi¢, ze
(I) benzosiloksaborole benzenosulfonianowe i sulfonamidowowe mogg by¢ postrzegane jako
potencjalne Zrédio nowych lekéw aktywnych wobec priorytetowych ziarenkowcéw Gram-
dodatnich oraz (II) kwasy fenylenodiboronowe sg interesujacymi strukturami wyjsciowymi do
syntezy nowych inhibitoréw B-laktamaz typu KPC/AmpC. Wykazano takze, iz wartosci
zaproponowanego parametru MPC-D moga by¢ nizsze, bardziej powtarzalne in vitro i lepiej
odtwarzalne in vivo niz warto$ci MPC, co moze usprawnié¢ badania przedkliniczne kandydatéw na

nowe leki przeciwdrobnoustrojowe oraz ulatwi¢ opracowanie nowych, ograniczajacych narastanie
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opornos$ci schematéw dawkowania.
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