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Jednym z gléwnych probleméw wspotczesnej medycyny i zdrowia publicznego jest
oporno$¢ drobnoustrojow na antybiotyki. Znaczenie tego problemu dostrzega Swiatowa
Organizacja  Zdrowia (WHO), ktora antybiotykooporno$¢ uznaje za jedno
z najpowazniejszych zagrozen dla wspotczesnej medycyny. W raporcie tej organizacji, ktory
ukazat si¢ w 2014 roku, WHO podkres$la, ze ,znajdujemy si¢ obecnie w erze post-
antybiotykowej, w ktorej ponownie {tagodne infekcje mogg prowadzi¢ do Smierci’.
Poszukiwanie nowych, skuteczniejszych lekéw antybakteryjnych jest zatem waznym
wyzwaniem dla wspotczesnej nauki. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze kluczowym
elementem w walce cztowieka z bakteriami chorobotwdrczymi jest poznanie mechanizmu
przenikania antybiotyku przez $cian¢ komoérkowa bakterii. Struktura $ciany komorkowe,
w tym membrany lipidowej bakterii, jest czynnikiem determinujacym aktywnos¢
antybiotykow i1 wyksztatcenie przez bakterie opornosci na nie.

Aby pozna¢ mechanizm oddziatywania lekéw antybakteryjnych z membrang lipidowa,
badania czgsto prowadzi si¢ w ukladach modelowych, wsréd ktorych szczegdlne miejsce
zajmuja monowarstwy Langmuira. Zwigzane jest to z tatwoscig przygotowania filmow
monomolekularnych oraz mozliwoscia Scistego kontrolowania ich skiadu. Technika ta jest
doskonatym narzedziem do badania wplywu zwigzkoéw biologicznie aktywnych na strukture
1 whasciwosci modelowych bton.

Celem badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej byta charakterystyka
oddziatywan potencjalnych $§rodkéw antybakteryjnych z modelowymi membranami
biologicznymi, przy wykorzystaniu metody filmow Langmuira. Jako potencjalne leki
zastosowano zwigzki nalezagce do dwoch roznych klas, a mianowicie kaliksareny oraz
surfaktanty dimeryczne. Do realizacji zatlozonych celow pracy wykorzystano techniki
eksperymentalne oraz modelowanie metoda dynamiki molekularnej w rozdzielczoS$ci
atomowe;j.

Kaliksareny to zwigzki makrocykliczne, ktore ze wzgledu na swoje cechy strukturalne
znajduja zastosowanie w otrzymywaniu nowych lekoéw. Materiatem badawczym w pracy
doktorskiej byly pochodne p-tert-butylokaliks[4]arenu podstawione czasteczkami
antybiotykow. Tak zaprojektowane polaczenia supramolekularne wykazuja aktywno$¢
antybakteryjng. W pierwszym etapie pracy scharakteryzowano oddziatywania [3-laktamowej
pochodnej kaliksarenu (CX) z dwulaurynofosfatydylocholing (DLPC). Badania te miaty na
celu uzyskanie odpowiedzi, czy B-laktamowa pochodna kaliksarenu wptywa na wtasciwosci
modelowe] btony eukariotycznej. Jest to niezwykle istotne, gdyz kazdy lek nim dotrze do

miejsca swojego dzialania musi przej$¢ w organizmie czlowieka przez liczne membrany



komorkowe. Uzyskane rezultaty pokazaty, ze CX w znacznym stopniu modyfikuje strukture
monowarstwy DLPC. Szczegotowa analiza termodynamiczna wskazuje, ze proces
formowania si¢ monowarstw mieszanych CX/DLPC zachodzi na drodze silnej kompensacji
entalpowo-entropowej. Filmy dwusktadnikowe wykazujg wigksze uporzadkowanie niz
monowarstwy czystych sktadnikow, co prawdopodobnie wynika z tworzenia si¢ sieci wigzan
wodorowych migdzy grupami polarnymi CX i DLPC. Szczegélnie cenne wydaja si¢ byc
wnioski otrzymane z badan lipolizy enzymatycznej. Mianowicie zaobserwowano, ze
w malym st¢zeniu, B-laktamowa pochodna kaliksarenu powoduje kondensacj¢ filmu DLPC
oraz obniza aktywno$¢ katalityczng enzymu fosfolipazy A2. Mozna przypuszczaé, ze
w organizmie czlowieka, antybakteryjna pochodna kaliksarenu bedzie hamowa¢ dzialanie
enzymow lipolitycznych.

W kolejnym kroku podjeto probg wyjasnienia mechanizmu aktywnosci biologicznej
guanidynowej pochodnej kaliksarenu (CX1) i jej monomeru (mMCX1). Zwiazki te, mimo ze
wykazuja pewne wspélne cechy strukturalne, charakteryzujg si¢ réznymi wiasciwosciami
antybakteryjnymi. CX1 wykazuje szerokie spektrum dziatania wobec bakterii Gram-
dodatnich oraz Gram-ujemnych. Co najwazniejsze, nie jest on toksyczny wzgledem komorek
eukariotycznych.  Natomiast mCX1 odznacza si¢ stabszymi  wlasciwosciami
antybakteryjnymi. Dlatego tez w tej czg¢sci badan poréwnano oddziatywania guanidynowe;j
pochodnej kaliksarenu oraz jej monomeru z fosfolipidami blonowymi: dwumirystyno-
fosfatydylocholing (DMPC) 1 dwumirystynofosfatydyloseryng (DMPS), stanowigce
odpowiednio model eukariotycznej 1 prokariotycznej membrany komodrkowej. Analizujac
otrzymane wyniki stwierdzono, ze CX1 i mCX1 wykazuja powinowactwo tylko do anionowe;j
monowarstwy DMPS, co wynika z oddziatywan elektrostatycznych. Ponadto w przypadku
guanidynowej pochodnej kaliksarenu, wazng role odgrywaja réwniez oddziatywania
niepolarne. Jeden z najwazniejszych wnioskow z tej czgsci badan wyptywa z modelowania
molekularnego. Symulacje MD pokazaly, ze przejScie czasteczek CX1 z obszaru
hydrofilowego do regionu hydrofobowego modelowej membrany bakteryjnej zwigzane jest
z mechanizmem flip-flop. Ogolnie wyniki badan sugerujg, ze aktywno$¢ biologiczna CX1
zwigzana moze by¢ z oddzialywaniami -elektrostatycznymi oraz niepolarnymi, ktore
wystepuja miedzy guanidynowa pochodng a ujemnie naladowanymi ostonami komorek
bakterii.

Druga klasg zwigzkow zastosowang w ramach pracy doktorskiej byty surfaktanty
dimeryczne, tj. blizniacze amfifilowe pseudopeptydy (GAPS), zawierajace W swojej

strukturze dwie czasteczki aminokwasu, potaczone gietkim, alkilowym tgcznikiem oraz dwa



tancuchy hydrofobowe. Mozna sadzi¢, ze ze wzgledu na swoja specyficzng budowe,
pseudopeptydy beda wykazywac aktywno$¢ przeciw roznym bakteriom. Celem badan byto
okreslenie potencjalnych wlasciwosci antybakteryjnych blizniaczych pseudopeptydow.
W ramach tego =zagadnienia scharakteryzowano oddziatywania pseudopeptydow
z fosfolipidami bakteryjnymi: dwumirystynofosfatydyloglicerolem (DMPG) oraz kardioliping
(TMCL). Do badan wybrano pi¢¢ surfaktantow, ktore roznity sie dlugoscig alkilowego
tacznika. Tak zaplanowane doswiadczenia pozwolity oceni¢ wplyw dlugosci tacznika
pseudopeptydu na strukture i wiasciwosci modelowych membran. Otrzymane rezultaty,
zarowno eksperymentalne, jaki 1 teoretyczne pokazaty, ze dlugos¢ tacznika w czasteczce GAP
determinuje wilasciwosci jednosktadnikowych filméw pseudopeptydow, jak réwniez
monowarstw mieszanych GAP/DMPG i GAP/TMCL. Filmy dwusktadnikowe zawierajace
pseudopeptydy z  dluzszym lacznikiem, wykazuja wigksze nieuporzadkowanie
1 charakteryzuja si¢ mniejszg stabilnoscig termodynamiczng. Efekt ten zwigzany moze by¢
z wigkszg swoboda konformacyjng dluzszego tacznika pseudopeptydu. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze pseudopeptydy zawierajace wigkszg liczbg atomdéw wegla w laczniku beda
wykazywac lepsze wlasciwosci antybakteryjne.

Potaczenie nowoczesnych technik eksperymentalnych z obliczeniami metoda
klasycznej dynamiki molekularnej pozwolilo szczegdétowo opisa¢ sposodb oddzialywania
potencjalnych $rodkow antybakteryjnych z modelowymi membranami biologicznymi.
Uzyskane wyniki majg znaczenie poznawcze, jednak zaklada si¢, ze w przysztosci wniosg one
pewien wktad w projektowanie 1 otrzymywanie nowych, skuteczniejszych lekow

antybakteryjnych.



