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POVZETEK

Pri terapiji infekcijskih bolezni se zadnje Case sreCujemo s tezavami zaradi odpornosti
Stevilnih bakterijskih sevov proti klasi¢nim protimikrobnim sredstvom. Zato je potreben
razvoj vedno novih protibakterijskih uc¢inkovin, potencialna tarc¢a pa so encimi ligaze Mur,
ki katalizirajo biosintezo peptidoglikana v bakterijski celi¢ni steni. U¢inek protibakterijskih

uc¢inkovin in vitro preizkusamo na bakterijskih sevih z metodo antibiograma.

Sedemindvajsetim spojinam, nacrtovanim kot inhibitorji ligaz Mur, z razli¢nimi
strukturnimi znacilnostmi in z ve€inoma Ze testirano inhibitorno aktivnostjo na izoliranih
ligazah Mur smo ovrednotili protibakterijsko uc¢inkovitost v obliki minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK) in minimalne baktericidne koncentracije (MBK) na standardnih

bakterijskih sevih zbirke ATCC (American Type Culture Collection).

Z metodo dilucijskega antibiograma v Mueller Hinton bujonu smo vsem spojinam dolo¢ili
MIK in MBK na dveh po Gramu pozitivnih (S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212) in dveh po Gramu negativnih (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853)
sevih, Sestim najucinkovitej$im spojinam pa Se na sevu MRSA (proti meticilinu odporni S.
aureus). Dvema najucinkovitejSima spojinama smo z metodo dilucijskega antibiograma v
agarju dolo¢ili MBK $e na dveh dodatnih po Gramu pozitivnih sevih, S. pneumoniae
ATCC 49619 in S. pyogenes ATCC 19615.

Protimikrobno ucinkovitost je pokazalo enajst spojin, skoraj vse na po Gramu pozitivne
seve (predvsem na S. aureus, tudi odporni sev MRSA, manj pa na E. faecalis, S.
pneumoniae in S. pyogenes), le tri pa na po Gramu negativne, vendar le na P. aeruginosa,
ne pa tudi na E. coli. Samo dve spojini sta bili u¢inkoviti tako na po Gramu pozitivne kot
negativne seve. Spojini TT-114 in LKV-16, derivata benziliden rodanina (benziliden-2-
tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona), sta bili uCinkoviti v dovolj nizkih koncentracijah za
potencialno klini¢no uporabnost (MIK na S. aureus je od 0,5 pg/mL do 2 pg/mL oziroma 8

pg/mL) in bi bili primerni za nadaljne raziskave.

Kot strukturna skupina so bili naju¢inkovitej$i derivati benziliden rodanina (benziliden-2-
tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona), pa tudi benziliden-1,3-tiazolidin-2,4-diona in 2H-1,4-
benzoksazin-3(4H)-ona.

Rezultati so izpostavili dve obetavni spojini s protibakterijsko ucinkovitostjo (LKV-16,

TT-114), hkrati pa nam nakazujejo smer nadaljnega razvoja inhibitorjev ligaz Mur.
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1 UVOD

1.1 ODKRITJE MIKROBOV IN RAZVOJ PROTIMIKROBNIH
UCINKOVIN

Mikroorganizmi so kot del okolja nujni za vzdrzevanje ravnovesja v naravi, hkrati pa lahko
pri ¢cloveku povzrocijo Stevilne infekcijske bolezni. Bakterije so odkrili pred skoraj 300
leti, prvi pa se je v boj z njimi leta 1867 podal R. Lister, ki je uvedel asepticen princip v
kirurgiji in s tem zmanj$al umrljivost pacientov po operacijah. Mikrobiolosko podlago za
opazen ucinek je leta 1884 podal zdravnik R. Koch s postavitvijo Kochovih postulatov, s
katerimi je dokazal povezavo med specificnim mikroorganizmom in specificno boleznijo,
ki jo ta povzroca. Priblizno v istem casu je kemik L. Pasteur opazil antagonizem med
bakterijami in spoznal, da lahko nekatere produkte sekundarnega metabolizma

mikroogranizmov uporabimo v terapevtske namene.

Odkritje protimikrobnih u¢inkovin predstavlja enega najpomembnejs$ih mejnikov v razvoju
medicine. Prvi, ki je v zacetku 20. stoletja sistemati¢no pristopil k iskanju protimikrobnih
sredstev, je bil biolog P. Erlich, ki je na podlagi razlik v barvanju humane in bakterijske
celice postavil hipotezo o selektivni toksicnosti. Leta 1929 je A. Fleming naklju¢no odkril
penicilin, moderna doba protimikrobnih ucinkovin pa se je dejansko zacela leta 1935 z

Domagkovim odkritjem sulfonamidov.

Danes nam znanje in tehnologija omogocata nacrtovanje in sintezo Stevilnih novih
ucinkovin v zelo kratkem casu. Na trziS§¢e obcasno prihajajo nove protimikrobne
ucinkovine z delovanjem na Sirok spekter bakterij, vendar pa pojav vedno novih sevov

odpornih bakterij tezi k Se hitrejSemu razvoju (1, 2a, 3a).

1.2 BAKTERIJE

Bakterije so enoceli¢ni prokariontski organizmi, ki se razmnozujejo s preprosto delitvijo.
Vecina bakterijskih celic je velika od 0,2 do 5 pm, morfolosko pa jih delimo v tri vecje
skupine:
% Koki (bakterije okrogle oblike), ki lahko nastopajo posamicno ali pa so zdruzeni v
pare (diplokoke), skupine ali verizice.
% Bacili (bakterije pali¢aste oblike), ki so lahko debeli ali tanki, zviti ali razvejani in

lahko tvorijo spore.



+»+ Spirohete (bakterije spiralne oblike) (Slika 1).

Slika 1: Znacilne oblike bakterij: koki (levo), bacili (v sredini), spiroheta (desno).

Makroskopska manifestacija bakterijske rasti je na trdnem gojiS€u nastanek kolonije, v
kateri so vse bakterije potomke ene celice in ima za neko bakterijsko vrsto znacilno
morfologijo ali motnost tekocega gojisca. Da bakterijsko populacijo vidimo s prostim

o&esom, je potrebnih priblizno 10° celic na kvadratni milimeter ali mililiter.

1.2.1 Zgradba bakterijske celice

Zgradba bakterijske celice je preprostejSa od zgradbe evkariontske celice, glavni razliki pa
sta odsotnost jedra in celi¢na stena, ki poleg citoplazemske membrane obdaja bakterijsko
celico. Pri nekaterih bakterijskih vrstah se pojavljajo Se dodatne strukture, kot so bicek,

pilus, kapsula in glikokaliks, nekatere pa tvorijo tudi spore (Slika 2).
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/ WRLIUCKI PROSTOR
¥ indE o (pri G- bakterijah)

CITORLEZEMS K
MEMB AN A

Slika 2: Zgradba bakterijske celice.



1.2.1.1 Citoplazma

Citoplazma je polteko¢ amorfen matriks znotraj celicne membrane, sestavljen iz vode ter
raztopljenih ali suspendiranih proteinov, encimov, lipidov, ogljikovih hidratov in ionov. V
njej potekajo Stevilni katabolni in anabolni procesi, je pa tudi nosilec za genetski material
in nekatere celi¢ne strukture, kot so ribosomi in vkljucki (granule s hranilnimi snovmi,

vezikli).

1.2.1.1.1 Genetski material

Bakterije se razmnozujejo s preprosto delitvijo oziroma cepitvijo, ki ni enakovredna
mitotski delitvi. Vecina bakterij se cepi zelo hitro, saj nova generacija nastane Ze po
dvajsetih minutah. Bakterijski genetski material ni zdruzen v jedro, pac¢ pa je v obliki
nukleoida, to je ene same krozno (izjemoma linearno) oblikovane kromosomske molekule

DNK v citoplazmi, pritrjene na celi¢cno membrano, ki vsebuje priblizno 2000 genov.

Nekatere bakterije imajo Se plazmide, ki so samostojne zunajkromosomske prosto
plavajoce krozne (izjemoma linearne) molekule DNK in so sposobne podvojevanja
neodvisno od bakterijskega kromosoma. Plazmidi ne kodirajo Zivljenjsko pomembnih
funkcij, pa¢ pa nosijo genske zapise za dodatne bakterijske strukture ter funkcije, med
drugim za odpornost proti protimikrobnim ucinkovinam, in se lahko prenasajo med
bakterijami ali se vklju¢ijo v kromosom. Podobno vlogo kot plazmidi imajo tudi
transpozoni, t. 1. lepljivi konci dela DNK molekule in integroni, ki so se sposobni prenasati

med plazmidi ali v kromosom.

1.2.1.1.2 Ribosomi

Ribosomi so sestavljeni iz ribonukleinskih kislin in proteinov in so podobno kot v
evkariontskih celicah odgovorni za sintezo proteinov. Njihova velikost se razlikuje od
velikosti evkariontskih ribosomov, zato predstavljajo pomembno taréo za delovanje

nekaterih protimikrobnih u¢inkovin.

1.2.1.2 Citoplazemska membrana

Citoplazemska membrana je tanka struktura, ki obdaja bakterijsko celico in vzdrzuje

selektivno prepustno bariero med notranjostjo celice (citoplazmo) in okoljem, po drugi



strani pa omogocCa komunikacijo med njima. Preko nje z difuzijo prehajajo manjSe
nepolarne molekule, polarne in nabite molekule pa potrebujejo posebne permeaze za
aktivni transport. Ostale naloge citoplazemske membrane so sekrecija encimov in toksinov
ter sodelovanje pri sintezi celicne stene in celi¢ni delitvi, na njeni notranji strani pa so
namesSceni Se encimi dihalne verige za prenos elektronov ter encimi za tvorbo energije z

oksidativno fosforilacijo.

Zgradba citoplazemske membrane je podobna zgradbi ostalih membran, saj s fosfolipidnim
dvoslojem in proteini tvori model teko¢ega mozaika. Fosfolipid sestavljajo polarna glava
(glicerolfosfat) in dva nepolarna repa (mascobni kislini), ki se v dvosloju usmerijo tako, da
se nepolarni deli stikajo, polarni pa Strlijo proti notranjemu oziroma zunanjemu delu
membrane. Proteini, ki plavajo v fosfolipidnem dvosloju, so lahko povrsinski, integralni ali
transmembranski. Membrana je stabilizirana z vodikovimi vezmi in hidrofobnimi
interakcijami, dodatno pa s kalcijevimi in magnezijevimi ioni, ki tvorijo ionske vezi z

negativno nabitimi fosfolipidi.

1.2.1.3 Celi€na stena

Bakterijska celicna stena leZzi na zunanji strani citoplazemske membrane. Njene glavne
naloge so zagotavljanje trdnosti ter oblike bakterijske celice, vzdrzevanje njene integritete

s kompenzacijo notranjega osmotskega tlaka in zascita pred encimi gostitelja.

Z diferencialnim barvanjem po histologu H. C. Gramu lahko bakterije delimo na po Gramu
pozitivne (modro obarvanje) in po Gramu negativne (rdec¢e obarvanje), glavna razlika med
njimi pa je prav v sestavi in debelini celicne stene, Ceprav je pri obojih bistvena in

specificna (pri evkariontskih celicah ni prisotna) sestavina peptidoglikan.

Celi¢na stena G bakterij je enostavnejsa, saj jo sestavlja do 40 plasti peptidoglikana, ki ga
prebadajo in mestoma povezujejo s citoplazemsko membrano anionski polimeri teihoicne,
lipoteihoi¢ne in teihuronske kisline. Ti s svojimi fosfatnimi, hidroksilnimi in aminskimi
skupinami tvorijo ionsko-izmenjevalni sistem, ki uravnava koncentracijo kalcijevih in
magnezijevih ionov, ki so nujni za delovanje Stevilnih encimov v sintezi peptidoglikana.
Celi¢na stena G' bakterij je dobro prepustna za raztopljene snovi, tudi take z visoko

molekulsko maso.



G’ bakterije imajo med citoplazemsko membrano in celi¢no steno periplazemski prostor,
kjer se pri nekaterih sevih nahaja encim B-laktamaza, ki razgrajuje B-laktamske antibiotike.
Peptidoglikan je samo eno- ali dvoplasten, nad njim pa leZi Se ¢vrstejSa zunanja membrana,
sestavljena iz fosfolipidov in proteinov, od katerih so nekateri oblikovani kot kanalcki
(porini), ki selektivno prepuscajo snovi. Na osnovno strukturo so pripeti s kalcijevimi in
magnezijevimi ioni elektrostatsko stabilizirani kompleksni lipopolisaharidi, ki
predstavljajo endotoksine oziroma glavno antigensko determinanto, odgovorno za
aktivacijo imunskega odgovora pri gostitelju. Prepustnost zunanje membrane je zelo
omejena in specificna. Prepusca le nekatere manjSe nepolarne molekule, ne pa tudi
makromolekul, nenabitih polarnih molekul in lipofilnih spojin kot so barvila, mascobne
kisline, detergenti in tudi nekatere protimikrobne ucinkovine (eritromicin, rifampicin,
vankomicin, nekateri penicilini). To je vzrok neucinkovitosti Stevilnih protimikrobnih
ucinkovin na G’ baterije, saj na mesto delovanja ne prodrejo v dovolj visoki koncentraciji

za doseg ucinka (Slika 3) (2b, 3b, 4a, 5, 6, 7, 8).

Po Gramu pozitivha bakterija Po Gramu negativna bakterija

ZUNANJA

PEPTIDOGLIKAN MEMBRANA

PEPTIDOGLIKAN

CITOPLAZEMSKA
CITOPLAZEMSKA MEMBRANA

MEMBRANA

Slika 3: Zgradba celi¢ne stene po Gramu pozitivne (levo) in po Gramu negativne (desno) bakterije.

1.2.1.3.1 Peptidoglikan

Peptidoglikan sestavljajo linearne glikanske verige, precno povezane s kratkimi peptidi.
Glavna linearna glikanska vlakna tvorijo izmenjujoci se z 1,4-p vezjo povezani ostanki N-
acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline. D-laktilna skupina vsakega ostanka N-
acetilmuraminske kisline je substituirana s peptidno verigo, ki jo najpogosteje sestavljajo
L-alanin, D-glutaminska kislina, L-lizin ali mezo-2,6-diaminopimelinska kislina in dva D-
alanina, od katerih se zadnji med nastajanjem peptidoglikana odcepi. Pre¢no premrezZenje

glikanskih verig pote¢e med karboksilno skupino D-alanina in med amino skupino stranske



verige mezo-2,6-diaminopimelinske kisline ali L-lizina. Ta povezava se pri G~ bakterijah
tvori direktno, pri G" bakterijah pa preko kratkega peptidnega mosticka (Slika 4) (5, 9, 10,
11). Podrobne raziskave peptidoglikana pri razlicnih vrstah bakterij so pokazale, da
obstajajo manjSe razlike tako v kemijski zgradbi glikanskih verig in peptidnih mostickov

kot tudi v fini strukturi (9).

Osnovni gradniki peptidoglikana Po Gramu pozitivha bakterija Po Gramu negativna bakterija
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Slika 4: Zgradba peptidoglikana pri po Gramu pozitivni (levo) in po Gramu negativni (desno)
bakteriji.

1.2.1.3.2 Biosinteza peptidoglikana

Biosinteza peptidoglikana je kompleksen proces, sestavljen iz skoraj dvajsetih korakov, ki
zahtevajo zanje specifi¢ne encime. Raziskave bakterijske genomike pri E. coli so pokazale,
da je vecina genov, vpletenih v biosintetski proces, zbranih v dveh regijah, mra in mrb.
Biosinteza poteka na treh nivojih. V prvi stopnji se v citoplazmi sintetizirajo nukleotidni
prekurzorji, ki se v drugi stopnji s pomocjo lipidnega prenasalca prenesejo Cez
citoplazemsko membrano v celicno steno, kjer se v tretji stopnji pritrdijo na Ze obstojeci

peptidoglikan (Slika 5).

V prvi, znotrajceli¢ni oziroma citoplazemski stopnji biosinteze, najprej s serijo reakcij, ki
jih  katalizira druzina encimov Glm, iz fruktoze-6-fosfata nastane UDP-N-
acetilglukozamin, ta pa se s serijo reakcij, ki jih katalizira druzina encimov Mur pretvori
najprej v UDP-N-acetilmuraminsko kislino, nato pa Se v UDP-N-acetilmuramil
pentapeptid. MurA transferaza najprej prenese enolpiruvat iz fosfoenolpiruvata na mesto 3
UDP-N-acetilglukozamina. V naslednjem koraku encim MurB reduktaza reducira nastali

enolpiruvatni del v D-laktat, tako da nastane UDP-N-acetilmuraminska kislina. Na prosto



karboksilno skupino laktilnega etra UDP-N-acetilmuraminske kisline se nato preko amidne
vezi pripne pet aminokislin. Te reakcije katalizira skupina od ATP odvisnih
aminokislinskih ligaz MurC, MurD, MurE in MurF. Najprej se zaporedoma s pomocjo
MurC, MurD in MurE veZejo L-alanin, D-glutaminska kislina (nastane iz L-glutaminske
kisline s pomogjo racemaze Murl) in L-lizin pri G* ali mezo-2,6-diaminopimelinska kislina

pri G bakterijah, nato pa s pomoc¢jo MurF Se dipeptid D-alanin-D-alanin, ki v citoplazmi

nastane loceno s pomocjo alanin-racemaze in D-alanin-sintetaze.
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Slika 5: Shematski prikaz biosinteze peptidoglikana

2. stopnja biosinteze
peptidoglikana
(citoplazemska membrana)

1. stopnja biosinteze
peptidoglikana
(citoplazma)

V drugi stopnji biosinteze, ki poteka na citoplazemski membrani, se glavna gradnika
glikanskih verig peptidoglikana, UDP-N-acetilglukozamin in UDP-N-acetilmuramil
pentapeptid, povezeta z glikozidno vezjo v disaharid pentapeptid. Translokaza MraY
najprej prenese molekulo UDP-N-acetilmuramil pentapeptida na membransko vezan

lipidni prenasalec undekaprenil-fosfat oziroma Css-izoprenoid fosfat, tako da nastane Lipid



1. Nanj se nato s pomocjo glikoziltransferaze MurG preko 1,4-B glikozidne vezi pripne Se
molekula UDP-N-acetilglukozamina, tako da nastane Lipid 2, ki je kon¢na monomerna

enota za izgradnjo peptidoglikana.

V tretji stopnji biosinteze se Lipid 2 s procesom translokacije dokon¢no prenese Cez
citoplazemsko membrano in se v procesu transglikozilacije, ki ga katalizira N-
acetilglukozamin-pentapeptid transglikozilaza, preko glikozidnih vezi poveze =z
disaharidnimi enotami Ze izgrajenega peptidoglikana. Hkrati se od Ze izgrajenega
peptidoglikana odcepi molekula lipidnega prenasalca in se reciklira v obliki pirofosfata.
Nato s pomocjo transpeptidaz potece premrezenje peptidnih verig. Transpeptidaza se
najprej veze na D-alanil-D-alaninsko enoto pentapeptidne verige N-acetilmuraminske
kisline nastajajoCe glikanske verige, peptidna vez med D-alaninskima ostankoma se razcepi
in terminalni D-alanin se odstrani. Energija, ki se pri tem sprosti, se porabi za tvorbo pre¢ne
povezave, saj nastane nova peptidna vez med karboksilno skupino preostalega alanina in
kon¢no e-amino skupino ostanka mezo-2,6-diaminopimelinske kisline sosednje regije

peptidoglikana (5, 10, 11, 12).

1.2.1.3.3 Ligaze Mur

Ligaze Mur oziroma Mur sintetaze so podskupina encimov iz druzine Mur, ki v procesu
biosinteze peptidoglikana na UDP-N-acetilmuraminsko kislino pripnejo skupino petih

aminokislin. Mednje spadajo MurC, MurD, MurE in MurF.

Kristalna struktura ligaz Mur pri razli¢nih bakterijskih vrstah je pokazala, da imajo vse §tiri
skupno tridimenzionalno strukturo v treh domenah: centralni, C-terminalni in N-
terminalni. Centralna domena je odgovorna za vezavo ATP, C-terminalna za vezavo
aminokislinskega ostanka, N-terminalna pa za vezavo UDP-prekurzorja. Encimi obstajajo

v odprti in zaprti konformaciji, kar je najbrz posledica vezave liganda.

Ligaze Mur katalizirajo sintezo amidne oziroma peptidne vezi. Proucevanje kataliticnih
mehanizmov je pokazalo, da vsi §tirje encimi verjetno delujejo po enakem mehanizmu.
Najprej s pomocjo ATP aktivirajo karboksilno skupino C-terminalne aminokisline
nukleotidnega substrata, hkrati pa potece hidroliza ATP do ADP in organskega fosfata.
Nastane acil-fosfatni intermediat, ki ga nukleofilno napade amino skupina pripenjajoce se

aminokisline ali dipeptida. Nastane fosforiliran tetraedri¢ni intermediat, ki se razcepi na



amid in organski fosfat. Za reakcijo so nujni Se dvovalentni magnezijevi ali manganovi

ioni (5, 10, 11, 13).

MurC

Encim MurC pripne prvo aminokislino, najpogosteje L-alanin, na UDP-N-
acetilmuraminsko kislino. Njegova kristalna struktura je bila najprej dolofena pri
Haemophilus influenzae. Sestavljajo ga tri strukturne domene, na stiku katerih lezi aktivno

mesto encima s specifiénimi vezavnimi mesti za tri substrate.

Raziskave so pokazale, da se v poteku reakcije v svoje vezavno mesto na mejni povrsini
med centralno in C-terminalno domeno najprej veze ATP, ob tem pa pride do pretvorbe
encima v aktivno konformacijo. Naslednja se v vezavno mesto na N-terminalni domeni
veze UDP-N-acetilmuraminska kislina, kot zadnji pa v vezavno mesto na C-terminalni
domeni L-alanin. Specificnost za alanin izhaja iz lastnosti zepa, sestavljenega iz stranskih
verig His 348, His 376, Tyr 346 in Ala 459, saj njegova plitvost preprecuje vezavo vecjih

aminokislin, njegova hidrofobnost pa vezavo manjsih polarnih aminokislin (10, 12, 14).

MurD

Naslednjo aminokislino, D-glutaminsko kislino, pripne encim MurD. Najbolj proucena
kristalna struktura encima izhaja iz E. coli. Podobno kot ostale ligaze Mur je sestavljen iz

treh strukturnih domen, aktivno mesto pa lezi v kotanji med njimi.

Raziskave kristalnih struktur kompleksov encima z razlinimi substrati in produkti
podpirajo tezo o katalitskem mehanizmu, ki poteka preko acil-fosfatnega intermediata.
Tako se v poteku reakcije v svoje vezavno mesto na centralni domeni najprej veze ATP,
naslednji v vezavno mesto, ki je delno na N-terminalni in delno na centralni domeni, UDP-
N-acetilmuramil-L-alanin in kot zadnja D-glutaminska kislina v vezavno mesto na C-

terminalni domeni (10, 11, 15, 16).

MurE

Tretjo aminokislino, L-lizin pri G’ ali mezo-2,6-diaminopimelinsko kislino pri G’
bakterijah, pripne encim MurE. Tudi pri MurE najbolj proucena kristalna struktura izhaja

iz E. coli in razkriva tri strukturne domene, na katerih lezijo vezavna mesta za tri substrate.



Encim vsebuje tudi posebno strukturno determinanto, ki doloc¢a, ali se bo na nukleotidni

prekurzor vezal L-lizin ali mezo-2,6-diaminopimelinska kislina (11).

MurF

Kot zadnji izmed ligaz Mur deluje encim MurF, ki pripne dipeptid D-alanil-pD-alanin. 1z E.
coli izolirana kristalna struktura razkriva tri strukturne domene z vezavnimi mesti za tri
substrate. Domene v samostojnem encimu MurF oblikujejo odprto konformacijo v obliki
polmeseca, kjer kataliza ni moZna, zato sklepajo, da pride med vezavo substratov do

zaprtja strukture (10, 11).

1.2.2 Patogene bakterije

Cloveka naseljujejo $tevilne nepatogene bakterije, ki obi¢ajno ne povzroéajo bolezni, pa¢
pa predstavljajo njegovo stalno normalno mikrobno floro. Nekatere od njih so
opurtunisti¢ni patogeni, ki lahko povzro€ijo bolezni pri ljudeh z oslabljenim imunskim

sistemom.

Patogene bakterije so tiste, ki se upirajo imunskim mehanizmom gostitelja in so sposobne
povzrociti bolezen, kar jim omogocajo virulentni dejavniki. To so lahko adhezini (bicek,
fimbrija, pilus, kapsula, biofilm), ki omogocajo pritrjevanje bakterije na gostiteljevo celico,
invazini (razlicni encimi in druge beljakovine), ki omogocajo invadiranje v tkiva ali
endotoksini (lipopolisaharidni deli celi¢ne stene G~ bakterij) in moc¢nejsi eksotoksini (topni
proteini, ki se izloajo iz G' in G  bakterij). Nekatere bakterije so sposobne izzvati
specifi¢no bolezen, druge pa povzrocajo splosne okuzbe tkiv oziroma organov. Razli¢ni
sevi iste bakterijske vrste lahko izkazujejo razlicen profil obcutljivosti oziroma odpornosti

proti protimikrobnim uc¢inkovinam (3d).

1.2.2.1 Staphylococcus aureus

S. aureus je G kok, ki nastopa v gruéah. Na krvnem agarju raste v obliki gladkih,

zlatorumenih, do dva milimetra velikih kolonij (Slika 6).

10



Slika 6: Bakterije S. aureus pod mikroskopom (levo) in kolonije na KA (desno).

S. aureus je del normalne mikroflore koZe in nosne sluznice, hkrati pa je eden izmed
najpogostejsih povzrociteljev okuzb pri ¢loveku. Povzroca gnojne okuzbe koze in mehkih
tkiv (absces, impetigo, furunkel...), okuzbe ran, predvsem v bolniSni¢nem okolju okuzbe
dihal (plju¢nico), endokarditis in osteomielitis, lahko pa tudi bakteriemijo, sepso, sindrom
toksi¢nega Soka in gastroenteritis. Ve¢ kot 90% sevov S. aureus proizvaja encim [-
laktamazo, ki razgrajuje B-laktamske antibiotike, zato za zdravljenje veine okuzb
uporabljajmo na B-laktamazo odporne peniciline (kloksacilin, nafcilin) ali peniciline v

kombinaciji z inhibitorjem B-laktamaze (amoksicilin in klavulanska kislina).

Proti meticilinu/nafcilinu/oksacilinu odporni S. aureus (MRSA, iz angl.: methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) se od za meticilin ob¢utljivih sevov S. aureus (MSSA, iz
angl.: methicillin-sensitive Staphylococcus aureus) razlikuje po tem, da je odporen proti
vsem, tudi proti za B-laktamazo odpornim B-laktamskim antibiotikom. Sevi MRSA so bili
sprva znani kot eni glavnih povzrociteljev bolniSni¢nih okuZzb, danes pa se vse pogosteje
pojavljajo tudi v domacem okolju. Njihova odpornost je posledica sprejetja gena mecA, ki
kodira penicilin-vezavni protein PBP2a z zmanjsano afiniteto za B-laktamske antibiotike.
Ta odpornost je pogosto povezana Se s paralelno odpornostjo na druge skupine
protimikrobnih ucinkovin, tako da je zdravljenje okuzb z MRSA veckrat omejeno na
glikopeptidne antibiotike (vankomicin), ¢eprav so se ze pojavili tudi sevi S. aureus z
zmanj$ano obcutljivostjo (VISA, iz angl.: vancomycin-intermediate Staphylococcus
aureus) oziroma popolno odpornostjo proti vankomicinu (VRSA, iz angl.: vancomycin-

resistant Staphylococcus aureus) (4c, 4e, 17, 18, 19, 20).
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1.2.2.2 Streptococcus pneumoniae (Pneumococcus)

S. pneumoniae je lancetno oblikovan G* kok, lahko obdan s polisaharidno kapsulo, ki

najpogosteje nastopa v parih (diplokok), lahko pa tudi v krajsih verizicah. Raste le na s

Slika 7: Bakterije S. pneumoniae pod mikroskopom (levo) in kolonije z znacilno alfa hemolizo na
KA (desno).
Pri priblizno 20% otrok in 5% odraslih je S. pneumoniae del normalne mikroflore
nosnozrelne sluznice, do bolezni pa pride, kadar kolonizira bolj oddaljena tkiva. Takrat
povzro¢i gnojne okuzbe dihal (pljucnico, bronhitis, otitis...), lahko pa tudi meningitis,
bakteriemijo in sepso. Ker ne proizvajajo B-laktamaze, je vecCina sevov obcutljivih za -
laktamske antibiotike, vendar pa se pojavlja vedno ve¢ odpornih sevov S. pneumoniae, ki
kazejo spremembe v penicilin-vezavnih proteinih in so zato odporni proti penicilinom in
tudi Sirokospektralnim cefalosporinom (PRSP, iz angl.: penicillin-resistant Streptococcus
pneumoniae). Za zdravljenje takih okuzb uporabljamo eritromicin ali vankomicin. V
zadnjem cCasu je zaskrbljujoCe tudi nara$¢anje odpornosti sevov S. pneumoniae proti
makrolidnim antibiotikom (zaradi povratnega ¢rpanja iz celice, kodiranega z genom mefE
ali modifikacije ribosoma z metilacijo, kodirane s plazmidnima genoma ermA in ermB),
tetracikline (zaradi s transpozonskima genoma tetM in tetO kodiranih proteinov z GTP-
azno aktivnostjo za premestitev tetraciklina iz ribosoma), fluorokinolone (zaradi mutacije
kromosomskih genov gyrA, gyrB, parC in parE, ki kodirajo DNK girazo oziroma
topoizomerazo IV ali povratnega crpanja iz celice, kodiranega z genom pmrA),

sulfonamide, trimetoprim in kloramfenikol (4c, 4e, 21, 22, 23, 24, 25).
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1.2.2.3 Streptococcus pyogenes

S. pyogenes je G” kok s kapsulo iz hialuronske kisline, ki nastopa v verizicah. Njegova rast
je najoptimalnejSa na s krvjo obogatenem krvnem agarju z majhnimi koncentracijami
glukoze, na katerem tvori kolonije, obdane s pasom beta hemolize (prozoren pas zaradi

popolne lize eritrocitov) (Slika 8).

Slika 8: Bakterije S. pyogenes pod mikroskopom (levo) in kolonije z zna¢ilno beta hemolizo na
KA (desno).
S. pyogenes je del normalne mikroflore grla pri 15 do 20% ljudeh, sicer pa povzroca
gnojne in negnojne okuzbe dihal (angino, plju¢nico...), koze in ran (celulitis, impetigo,
Sen...), Skrlatinko, lahko pa tudi resnejSa obolenja, kot so endokarditis, toksi¢ni Sok in
sepso. Mozni kasnejsi zapleti okuzbe so revmati¢na vroc€ica in akutni glomerulonefritis.
Okuzbe s S. pyogenes zdravimo z [-laktamskimi antibiotiki, v primeru alergije na
peniciline pa z eritromicinom ali klindamicinom. Prav zaradi tega v zadnjem ¢asu narasca
odpornost sevov S. pyogenes proti makrolidnim antibiotikom (zaradi povratnega ¢rpanja iz
celice, kodiranega z genom mefA ali modifikacije ribosoma z metilacijo, kodirane s
plazmidnima genoma ermA in ermB), pojavljajo pa se tudi sevi S. pyogenes, odporni proti
tetraciklinom (zaradi s transpozonskimi geni tetM, tetO, tetQ, tetS, tetT in tetW kodiranih
proteinov z GTP-azno aktivnostjo za premestitev tetraciklina iz ribosoma ali povratnega

¢rpanja iz celice, kodiranega z genoma tetK in tetl) (4c, 4e, 25, 26).
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1.2.2.4 Enterococcus faecalis

E. faecalis je G* kok, ki najpogosteje nastopa v verizicah, lahko pa tudi posami¢no ali v

parih. Na krvnem agarju tvori drobne kolonije brez hemoliti¢nih pasov (Slika 9).

Slika 9: Bakterije E. faecalis pod mikroskopom (levo) in kolonije na KA (desno).

E. faecalis je del normalne mikroflore kolona, predvsem pri post-operativnih bolnikih pa
lahko povzroci gnojne okuZzbe ran, urinarnega, genitalnega in zolénega trakta, endokarditis
in sepso. Okuzbe z E. faecalis zdravimo s sinergisticno kombinacijo penicilina ali
vankomicina in aminoglikozidnega antibiotika (gentamicina). Sam gentamicin nima
ucinka, ker ne prehaja bakterijske celi¢ne stene, penicilin ali vankomicin pa steno oslabita
in mu s tem omogocita prodiranje v bakterijsko celico. Predvsem v bolniSni¢nem okolju so
znani sevi E. faecalis in E. faecium, odporni proti vankomicinu (VRE, iz angl.:
vancomycin-resistant Enterococcus spp.), v¢asih pa tudi proti teikoplaninu. Okuzbe z njimi

uspesno zdravimo z linezolidom (4c, 4e, 27, 28).

1.2.2.5 Escherichia coli

E. coli je G bacil s polisaharidno kapsulo, peritrihno razporejenimi bicki in pilusi, ki spada

med enterobakterije (Slika 10).

Slika 10: Bakterije E. coli pod mikroskopom (levo) in kolonije na KA (desno).
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E. coli je del normalne mikroflore ¢revesa in zunanjih secil, lahko pa povzro¢i blazje
okuzbe urinarnega trakta ali diarejo, ki je ponavadi ne zdravimo s protimikrobnimi
ucinkovinami. Posledici okuzbe sta lahko tudi neonatalni meningitis in sepsa, ki jo
zdravimo s parenteralno uporabnimi protimikrobnimi ucinkovinami, naprimer
cefalosporini tretje generacije ali aminoglikozidnimi antibiotiki (gentamicinom). Veliko
sevov E. coli izkazuje visoko intrinzi¢no odpornost proti Stevilnim protimikrobnim
ucinkovinam zaradi povratne ¢rpalke, kodirane z genom acrAB. Veckratno odporni sevi E.
coli, ki se pojavljajo tudi v zunajbolni$nicnem okolju, izlo¢ajo B-laktamazo z razsirjenim
spektrom delovanja ESBL (iz angl.: extended-spectrum B-lactamase), ki poleg penicilinov
in cefalosporinov prve generacije razgrajujejo tudi cefalosporine tretje in Cetrte generacije,
ne pa tudi karbapenemov in zaviralcev B-laktamaz. Identificiranih je ve¢ kot 150 razli¢nih
tipov ESBL, vsak z druga¢nim profilom odpornosti. Tako so se naprimer pojavili sevi E.
coli s tipom ESBL, imenovanim CTX-M, ki so odporni ne samo proti cefalosporinom, pa¢
pa tudi proti fluorokinolonom in trimetoprimu. Zaradi te raznolikosti v odpornosti je
zdravljenje okuzb z E. coli Se posebej tezavno, najveckrat pa uporabljamo karbapeneme ali

cefotetan in piperacilin v kombinaciji z tazobaktamom (4d, 4e, 27, 29, 30, 31, 32).

1.2.2.6 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa je G bacil z bickom, ki obicajno nastopa v obliki bakterijskega biofilma
(Slika 11).

Slika 11: Bakterije P. aeruginosa pod mikroskopom (levo) in kolonije na KA (desno).

P. aeruginosa najdemo v okolju, le pri priblizno 5% ljudi pa je del normalne mikroflore
koze in kolona. Kot oportunisti¢ni patogen predvsem v bolniSnicnem okolju povzroca
okuzbe urinarnega trakta, koZe, ran in kosti, lahko tudi pljuénico in sepso. Stevilni sevi P.

aeruginosa izkazujejo visoko intrinzi¢no odpornost zaradi tvorbe bakterijskega biofilma,
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nenavadno omejene prepustnosti za G~ bakterije znacilne zunanje membrane ter genov za
povratno ¢rpalko (gen acrAB) in B-laktamazo, lahko tudi z razSirjenim spektrom delovanja
(ESBL). Nacrt zdravljenja zato ponavadi pripravimo za vsak posamezen izolat, zdravilo
izbora pa je obicajno antipseudomonasni cefalosporin ceftazidim ali kombinacija

piperacilina in aminoglikozidnega antibiotika (gentamicina) (4d, 4e, 29, 30, 33, 34).

1.3 PROTIMIKROBNE UCINKOVINE

Antibiotiki so kemijsko definirani sekundarni metaboliti razlicnih vrst Zivih
mikroorganizmov (bakterij, nizjih gliv) in njihovi polsintezni analogi. Nekateri med
antibiotike priStevajo tudi s kemijsko sintezo pridobljene protimikrobne u¢inkovine, vendar
te obicajno uvr§¢amo v vecjo skupino kemoterapevtikov. Protimikrobne ucinkovine, ki so

dandanes v uporabi, so vec¢inoma kemoterapevtiki.

Protimikrobne ucinkovine v nizkih koncentracijah uni¢ijo mikroorganizme, torej delujejo
baktericidno, ali pa le =zavirajo njihovo rast in razmnozevanje, torej delujejo
bakteriostati¢no. Razli¢ne protimikrobne ucinkovine imajo razlicen spekter delovanja, kar
pomeni, da uc¢inkujejo na razli¢ne vrste mikroorganizmov. Delujejo po principu selektivne
toksicnosti, torej so za gostitelja relativno netoksi¢ni, kar dosezemo z izkoris¢anjem razlik

v strukturi in metabolizmu bakterijske in cloveske celice.

Protimikrobne ucinkovine delimo v skupine glede na fizikalne lastnosti, kemijsko

strukturo, farmakoloske lastnosti (spekter delovanja) in mehanizem delovanja v bakterijski

celici oziroma tar¢no mesto:
+¢ Inhibitorji sinteze bakterijske celicne stene (B-laktamski antibiotiki, glikopeptidni
antibiotiki, cikloserin, bacitracin).

¢ Ucinkovine, ki spremenijo permeabilnost bakterijske citoplazemske membrane, kar
vodi v izgubo znotrajceli¢nih snovi (polimiksini, amfotericin B).

¢ Ucinkovine, ki z delovanjem na ribosomalne podenote reverzibilno inhibirajo
sintezo bakterijskih  znotrajceli€nih  beljakovin (tetraciklini, kloramfenikol,
eritromicin, klindamicin, linezolid) ali tako spremenijo njihovo sintezo, da pride do

celi¢ne smrti (aminoglikozidni antibiotiki).

X/

% Inhibitorji DNK topoizomeraze ali DNK giraze (kinoloni) in od DNK odvisne
RNK polimeraze (rifampicin), ki preprecujejo oblikovanje kromosoma in

antimetaboliti, ki inhibirajo encime, sodelujoe v sintezi tetrahidrofolne kisline
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1.3.1 Odpornost bakterij proti protimikrobnim u¢inkovinam

Uporaba protimikrobnih u¢inkovin ni samo mo¢no zmanjSala smrtnosti zaradi infekcijskih
bolezni, pa¢ pa nenehna izpostavljenost bakterij protimikrobnim sredstvom ustvarja
selekcijski pritisk nanje in povzroca razvoj mehanizmov odpornosti. Tako so se postopno
razvili bakterijski sevi, ki so odporni proti posamezni ali celo ve¢im protimikrobnim
uc¢inkovinam. Odpornost oziroma rezistenca je stanje neobcutljivosti ali zmanjSane
obcutljivosti mikroorganizma za ucinkovino, ki obicajno deluje bakteriostaticno ali

baktericidno (27, 37).

1.3.1.1 Vrste odpornosti

Bakterijska odpornost je genotipska in/ali fenotipska znacilnost. Lo¢imo posamicno,
veckratno in navzkrizno odpornost. Navzkrizna odpornost je odpornost proti kemijsko
sorodnim protimikrobnim spojinam z enakim mehanizmom odpornosti, veckratna
odpornost pa odpornost proti kemijsko nesorodnim protimikrobnim spojinam z razli¢nimi

mehanizmi odpornosti.

Glede na izvor loimo naravno (prirojeno, intrinzi¢no), fiziolosko in pridobljeno
odpornost. Naravna odpornost je nastala Ze v predantibioticni dobi, zanjo pa je znacilno,
da je zaradi genetskih, strukturnih in fizioloskih lastnosti vsa bakterijska vrsta odporna
proti neki skupini protimikrobnih ucinkovin, ker ne obstajajo tar¢na mesta, na katero
u¢inkovina deluje. Primer je rod Mycoplasma, odporen proti B-laktamskim antibiotikom,
ker nima peptidoglikana. FizioloSka odpornost se pojavlja le ob nekaterih pogojih.
Najznacilnejsi je primer tvorbe bakterijskega biofilma (naprimer pri P. aeruginosa), kjer
bakterijsko kolonijo obdaja dodatna zunajceli¢na struktura, ki ovira prehod protimikrobnih
ucinkovin. NajpomembnejSa in najbolj zaskrbljujoca je pridobljena odpornost, ki je
znacilna samo za nekatere seve neke bakterijske vrste ali rodu in je rezultat spremenjene
celicne strukture in fiziologije. Je posledica genetskih sprememb zaradi mutacij
kromosomskega ali plazmidnega gena ali pridobitve novih genskih informacij s
horizontalnim genskim prenosom. R-geni z zapisom za odpornost se v bakterijski

populaciji Sirijo s prenosom plazmidov, transpozonov in integronov. Prenos potece s
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transformacijo (privzem dela eksogene DNK z r-genom iz okolja), s transdukcijo (prenos
r-genov z bakteriofagom) ali s konjugacijo (prenos r-genov z neposrednim kontaktom dveh

bakterijskih celic preko pilusa) (6, 33, 34, 37, 38, 39).

1.3.1.2 Mehanizmi odpornosti

Osnovni mehanizmi, po katerih pri bakterijah pride do odpornosti proti protimikrobnim

ucinkovinam, so:
¢ Popolna sprememba ali zmanjSana afiniteta tarCnega mesta za ucinkovino (j-
laktamski antibiotiki, eritromicin, streptomicin, vankomicin, rifampicin, kinoloni,
sulfonamidi, trimetoprim).

¢ Inaktivacija ali razgradnja ucinkovine z encimi (glavni mehanizem pri -laktamskih
antibiotikih, aminoglikozidnih antibiotikih, kloramfenikolu).

% ZmanjSana prepustnost citoplazemske membrane za ucéinkovino, najpogosteje s
spremembami porinov (B-laktamski antibiotiki, aminoglikozidni antibiotiki).

¢ Aktivno iz¢rpavanje ucinkovine iz celice z neke vrste aktivnim transportom
(tetraciklini, sulfonamidi).

¢ Sprememba presnovne poti, na katero deluje u€inkovina (bakterije, odporne proti
sulfonamidom, tetrahidrofolne kisline ne sintetizirajo ve¢ same, pa pa jo

prevzemajo iz okolja) (3¢, 4b, 37, 39).

1.3.1.3 Problem odpornosti in njeno omejevanje

Pojav vedno novih bakterijskih sevov, ki izkazujejo visok nivo odpornosti, se v praksi kaze
s klinicnimi in ekonomi¢nimi izzivi v protimikrobni terapiji, saj izgubljamo neko¢
ucinkovite in poceni ucinkovine (penicilin in v bolniSnicah oksacilin za stafilokokne
okuzbe, sulfonamide za infekcije urinarnega trakta, fluorokinolone za gonorejo). Povecuje
se smrtnost pri pacientih intenzivne nege zaradi povzrociteljev okuzb, odpornih proti
empiricni terapiji prvega izbora, Se bolj zaskrbljujoce pa je, da se odporni sevi, ki so bili
sprva znani predvsem kot povzrocitelji bolniSni¢nih okuZzb, danes vse pogosteje pojavljajo

tudi v domacem okolju.

Da bi omejile pojavnost in Sirjenje odpornosti, so posamezne organizacije (naprimer
European Antimicrobial Resistance Surveillance System) objavile seznam navodil in

priporocCil ravnanja s protimikrobnimi uc¢inkovinami. Ta vkljuCujejo predvsem nadzor
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njihove porabe tako pri ljudeh kot pri zivalih in v Zivilski industriji ter omejevanje njihove
pretirane in nenamenske uporabe z izboljSanjem diagnostike in smotrnejSo uporabo v
smislu izogibanja dolgotrajnemu zdravljenju s premajhnimi odmerki, kombinirane uporabe
protimikrobnih uc¢inkovin in rotacije oziroma kolobarjenja med njimi. Ker pa odpornost ni
akuten problem, pa¢ pa gre za "kronicno" bolezen, je edina prava reSitev iskanje novih

protimikrobnih ucinkovin, ki bi delovale na zaenkrat Se neizkoriS¢ena prijemalisca v

bakteriji (32, 40).

1.3.2 Nove protimikrobne uéinkovine

V zadnjih 30 letih razvoj protimikrobnih ucinkovin stagnira, kljub temu pa so na trzisce
prisle ali pa so v razvoju nekatere obetavne nove uginkovine, ki delujejo predvsem na G*
bakterije (linezolid, daptomicin...). Zaskrbljujoce pa je, da zaenkrat ni niti v fazi I klini¢nih
raziskav nobene uéinkovine, ki bi razen na G* bakterije delovala tudi na G~ bakterije, z

izjemo tigeciklina (32, 1).

1.3.2.1 Bakterijska celiCha stena kot tarcno mesto za protimikrobne
uc€inkovine

Za prezivetje bakterijske celice je celi¢na stena nujna. KakrSnakoli motnja v biosintezi
njene najpomembnejSe sestavine, peptidoglikana, lahko vodi v lizo celice, zato
peptidoglikan predstavlja eno izmed najpogostejSih tar¢ za delovanje Ze znanih
protimikrobnih ucinkovin. [B-Laktamski antibiotiki prepreCujejo precno premreZenje
oziroma transpeptidacijo peptidoglikana z vezavo na penicilin-vezavni protein,
glikopeptidni antibiotiki onemogocajo transglikozilacijo z vezavo na D-alanil-D-alanin
terminalni del nastajajoCe peptidoglikanske verige, bacitracin prepreCuje regeneracijo
lipidnega prenasalca undekaprenil-fosfata, cikloserin inhibira alanin-racemazo in D-alanin-
sintetazo, fosfomicin pa kot edini doslej klinicno uporaben inhibitor encimov Mur
kompetitivno kot analog fosfoenolpiruvata inhibira MurA tako, da se kovalentno veze na

cisteinski ostanek encima.

Vse te u€inkovine inhibirajo zgolj kasnejSe korake v biosintezi peptidoglikana, medtem ko
zgodnejSi ostajajo neizkoriS€eni. Zadnje Case v svetu intenzivno raziskujejo predvsem
znotrajcelicne biosintezne stopnje peptidoglikana. Biosinteza UDP-N-acetilglukozamina s

pomocjo druzine encimov GIlm pri bakterijah sicer poteka po drugacni poti kot pri
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evkariontih in bi kot taka lahko predstavljala primerno taro novih protibakterijskih

ucinkovin, vendar pa so trenutno zanimivejSi encimi druzine Mur ter razvoj njihovih

potencialnih inhibitorjev (4b, 5, 9, 10, 11, 41).

1.3.2.2 Inhibitorji ligaz Mur

Ligaze Mur so potencialne tarCe za razvoj novih protibakterijskih u€inkovin. Raziskave
bakterijske genomike so potrdile, da so geni od murA do murF, ki kodirajo zanje, nujni za
obstoj bakterije, hkrati pa ugotavljamo visoko ohranjenost encimov Mur med razli¢nimi
bakterijskimi vrstami. To pomeni, da bi Mur inhibitor pricakovano izkazoval baktericidni
ucinek in Sirok spekter delovanja. Poleg tega ligaze Mur najdemo le pri bakterijah, kar resi
problem selektivne toksi¢nosti. Znano je tudi, da vsi encimi Mur kot substrat vezejo
molekulo z enakim strukturnim elementom, UDP-N-acetilmuramilno skupino, iz Cesa
sklepamo, da bi Mur inhibitor zaviral delovanje vecih encimov Mur in bil tako

ucinkovitejsi in manj podvrzen pojavu bakterijske odpornosti.

V literaturi je Ze opisanih nekaj inhibitorjev ligaz Mur, vendar pa bodisi zaradi slabe
protibakterijske ucinkovitosti bodisi zaradi slabih farmakokineti¢nih lastnosti, kot so
absorpcija, porazdelitev, metabolizem in eliminacija, Se nobeden izmed njih ni prisel v
kliniéno uporabo. Problem vecine je, da svoj inhibitorni ucinek izkazujejo zgolj na
izoliranih encimih, na celotno bakterijo pa nimajo uc¢inka. Pri hidrofilnih spojinah je vzrok
za to predvsem v slabem prehajanju celicne membrane in s tem nedosegljivost tarce, saj
prva faza biosinteze peptidoglikana poteka v citoplazmi. Pri lipofilnih spojinah, ki v
bakterijsko celico vstopajo z difuzijo, se pri mnogih bakterijskih sevih pojavi problem
odstranjevanja spojine s povratno ¢rpalko, pri G bakterijah pa dodatno oviro predstavlja Se
zunanja membrana. V vseh primerih spojina v bakterijski celici ne doseze dovolj visokih

koncentracij za inhibitorni uc¢inek (8, 10, 11, 41).

1.3.2.2.1 Peptidni inhibitorji ligaz Mur

Najbolj razsirjeni in najaktivnejSi poznani inhibitorji ligaz Mur so fosfinatni inhibitorji, to
so peptidni derivati ustrezno substituirane fosfinske kisline, ki spadajo med analoge
prehodnega stanja. Delujejo tako, da med hidrolizo ATP encim ligaza Mur prenese y-
fosfatno skupino iz ATP na fosfinatni anion inhibitorja, nastala fosfinska skupina

inhibitorja pa posnema tetraedri¢ni intermediat, ki sicer nastaja pri reakcijah, kataliziranih
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z ligazami Mur. Med fosfinatnimi inhibitorji sta najaktivnejsi spojini z UDP segmentom,
preko muraminske strukture povezanim s peptidnim delom, ki je pri testiranju na
izoliranem encimu MurD dosegla ICsp pod 1 nM in podobna spojina s strukturnim
fragmentom des-metilmuraminska kislina, ki je na MurC dosegla ICsy 49 nM, kljub temu
pa ni izkazala protimikrobne ucinkovitosti (Slika 12). Sintetiziranih je bilo tudi nekaj

fosfinatnih inhibitorjev MurE in MurF, vendar niso pokazali izrazitega ucinka.
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Slika 12: Struktura fosfinatnega inhibitorja MurD.

S pomocjo molekulskega modeliranja so sintetizirali serijo makrocikli¢cnih MurD
inhibitorjev, ki se vezejo v hidrofilni zep aktivnega mesta, ki ga naravni substrat UDP-N-
acetilmuramil-L-alanin ne zavzame. Najaktivnej$i med njimi je pri testiranju na izoliranem

encimu dosegel ICsy 0,7 uM (Slika 13).

Slika 13: Struktura makrocikli¢nega inhibitorja MurD.

Znanih je nekaj aminokislinskih analogov s Sibkim inhibitornim u¢inkom na ligaze Mur,
inhibitorni ucinek pa so pokazali tudi nekateri peptidni izolati iz P. aeruginosa
(najaktivnejsi je na MurC dosegel ICsp 0,9 uM ) (10, 11, 42, 43).
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1.3.2.2.2 Nizkomolekularni nepeptidni inhibitorji ligaz Mur

Med nizkomolekularnimi nepeptidnimi spojinami so najaktivnej$i benziliden rodanini
(benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-oni),vendar vecinoma le tisti, ki nimajo substituirane
kisle NH skupine na rodaninu, saj je le-ta verjetno pomembna za tvorbo vodikovih vezi v
aktivnem mestu. Najaktivnej$i med njimi je pri testiranju na izoliranem encimu MurC
dosegel ICsyp 12 uM in je ucinkoval tudi na sev MRSA, vendar pa je bil toksicen za CHO
(Chinese hamster ovary) celice (Slika 14).
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Slika 14: Struktura benziliden-rodaninskega (benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-onskega)
inhibitorja MurC.

Dekarboksilirani analogi pulvinske kisline, pulvinoni, imajo inhibitorno aktivnost na
encime MurA, MurB, MurC in MurD. Uc¢inkujejo tudi na seve MRSA, VRE in PRSP,
najaktivnejs$i med njimi pa je pri testiranju na izoliranih encimih dosegel ICsy na MurC 2

uM in na MurD 6 uM (Slika 15).

Slika 15: Struktura pulvinonskega inhibitorja MurC in MurD.

Derivati 2-fenil-5,6-dihidro-2H-tieno[3,2-C]pirazol-3-ola izkazujejo inhibitorni u¢inek na
MurB, MurC in MurD. Najuc¢inkovitejsi med njimi so dosegli protimikrobni uc¢inek z MIK
vrednostmi v intervalu od 0,25 do 0,32 pug/ml na G bakterije vkljuéno s sevi MRSA, VRE
in PRSP. Zal pa imajo veliko afiniteto do plazemskih proteinov, saj se je MIK v prisotnosti

4% albuminov iz govejega seruma zvisal na ve¢ kot 128 pg/mL.
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Sintetizirali so Se serijo sulfonohidrazidnih derivatov, ki so dualni inhibitorji MurC in
MurD. Najaktivnej$i med njimi so pri testiranju na izoliranih encimih dosegli ICsy okoli 30
UM. Znanih je tudi nekaj UDP-substratnih analogov z inhibitornim u¢inkom, kot inhibitor
MurF pa je bila razvita spojina ATP-PCP, ki je analog ATP, nezmozen hidrolize (10, 11,
44, 45, 46).

1.3.3 Vrednotenje u€inkovitosti protimikrobnih u€inkovin

Kot pri vseh ostalih ucinkovinah tudi ucinkovitost novega protimikrobnega sredstva
najprej preizkuSamo in vitro, Sele nato sledijo in vivo raziskave, kjer preiskujemo
posamezne organe okuzene in z novo ucinkovino zdravljene poskusne Zivali na prisotnost

mikrooorganizmov in spremljamo njen imunski odziv.

Obcutljivost in po drugi strani odpornost posameznega bakterijskega seva proti
protimikrobni ucinkovini in vitro dolotamo z antibiogramom, metoda pa je lahko
kvalitativnega ali kvantitativnega tipa. Koncentracije protimikrobne ucinkovine, izbor
testnih bakterijskih sevov, postopki izvedbe antibiograma in interpretacija rezultatov so
opredeljeni v mednarodnih standardih, velina drzav, ki lastnih standardov nima
izoblikovanih, pa upoSsteva priporoc¢ila CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute,
ZDA).

1.3.3.1 Kvalitativhe metode

S temi metodami samo kvalitativno dolo¢imo, za katere protimikrobne ucinkovine je
posamezni bakterijski sev obcutljiv oziroma opredelimo spekter delovanja protimikrobne

ucinkovine.

1.3.3.1.1 Difuzijski antibiogram v agarju

PovrSino trdnega gojis¢a inokuliramo s testnim bakterijskim sevom in nanj poloZzimo
standardiziran papirnat disk, prepojen s protimikrobno ucinkovino znane koncentracije
(disk-difuzijska metoda oziroma Kirby-Bauerjev test) ali pa v agar oblikujemo luknjico, v
katero nanesemo protimikrobno ucinkovino znane koncentracije (difuzijska metoda z
luknjicami) (Slika 16). U¢inkovina med inkubacijo difundira v gojis¢e, njena koncentracija

pa logaritemsko pada z naras$¢ajoCo razdaljo od diska oziroma luknjice, tako da v
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odvisnosti od koncentracije uc¢inkovine in obcutljivosti testnega seva nastane inhibicijska
cona ali zaviralni pas, kjer ni bakterijske rasti. Rezultate ovrednotimo tako, da izmerimo
premer zaviralnega pasu okoli diska oziroma luknjice, ga primerjamo s standardno
vrednostjo in opredelimo testni bakterijski sev kot obcutljiv (S - senzitiven), zmerno
obcutljiv (I - intermediaren) ali odporen (R — rezistenzen) proti protimikrobni ucinkovini

(2¢, 3c, 4b, 47, 48).

Slika 16: Disk-difuzijska metoda (levo) in difuzijska metoda z luknjicami (desno).

1.3.3.2 Kvantitativhe metode

S kvantitativnimi metodami dolo¢imo, v kolikSni meri je bakterijski sev obcutljiv za
protimikrobno uc¢inkovino oziroma v kak$nih koncentracijah protimikrobna ucinkovina
pokaze ucinek. Dolo¢amo MIK (minimalno inhibitorno koncentracijo), ki je najnizja
koncentracija ucinkovine, ki popolnoma ali skoraj popolnoma ustavi razmnoZzevanje in rast
bakterij in MBK (minimalno baktericidno koncentracijo), ki je najnizja koncentracija
ucinkovine, ki unici vse (ali po nekaterih literaturnih podatkih 99,9%) bakterije. MIK
vecine klini¢no uporabnih protimikrobnih u¢inkovin ne preseze vrednosti 8 pg/mL, MBK

pa je obicajno visji kot MIK.

1.3.3.2.1 Dilucijski antibiogram

Z metodo dilucijskega antibiograma s pomocjo serijskih red¢itev protimikrobne

ucinkovine dolo¢amo MIK v tekocem ali MBK na trdnem gojiscu.

Dilucijski antibiogram v tekoéem gojiS¢u

V serijo s tekofim gojis¢em redcene protimikrobne ucinkovine z znanimi padajo¢imi
koncentracijami dodamo inokulum testnega bakterijskega seva in po inkubaciji
ovrednotimo MIK kot koncentracijo ucinkovine v zadnji razredCini (z najnizjo

koncentracijo ucinkovine), kjer ne zaznamo bakterijske rasti. Metoda je lahko
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mikrodilucijskega tipa, kjer uporabljamo mikrotitrske plos¢ice z vdolbinicami in manjse
volumne, rezultate pa ovrednotimo z merjenjem fizikalno-kemijskih lastnosti (absorbance,
opticne gostote, fluorescence, luminiscence), ali makrodilucijska, kjer uporabljamo
epruvete in vecje volumne, rezultate pa ovrednotimo vizualno z opazovanjem bistrosti
oziroma motnosti gojis¢a (Slika 17). Ce s testnim bakterijskim sevom inokulirane
razred¢ine protimikrobne ucinkovine inkubiramo dlje ¢asa, medtem pa po razlicnih
casovnih intervalih odvzemamo vzorce in v njih spremljamo bakterijsko rast, lahko

izriSemo inhibicijske krivulje.

Slika 17: Mikrodilucijska (levo) in makrodilucijska metoda (desno) v teko¢em gojiscu.

Metoda dilucijskega antibiograma v teko¢em gojis¢u ne razlikuje med bakteriostaticnim in
baktericidnim u¢inkom, kljub temu pa nam dodatno testiranje omogoca se dolo¢itev MBK.
Vse razred¢ine protimikrobne ucinkovine, kjer ne pride do bakterijske rasti, precepimo na
trdno gojisce in po inkubaciji ovrednotimo MBK kot koncentracijo uc¢inkovine v zadnji
razredCini (z najnizjo koncentracijo ucinkovine), ki uni¢i vse (ali po nekaterih literaturnih

podatkih 99,9%) bakterije (na trdnem gojiscu ne zraste nobena bakterijska kolonija).

Dilucijski antibiogram v agarju

Agar-dilucijsko gojisce je gojisce, ki ima ze vgrajeno protimikrobno uc¢inkovino v doloceni
znani koncentraciji, ki zavira rast nekaterih mikroorganizmov. Nanj nanesemo inokulum
testnega bakterijskega seva in po inkubaciji rezultate opredelimo kot prisotnost oziroma

odsotnost bakterijske rasti na mestu nanosa inokuluma (2c, 3c, 4b, 47, 48, 49).

1.3.3.2.2 E-test (metoda difuzijskega gradienta)

E-test je kombinacija difuzijske in dilucijske metode. Gre za tanko inertno membrano v

obliki traku, prepojeno z rastoimi koncentracijami protimikrobne ucinkovine v obliki
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zveznega gradienta, ki jo polozimo na povrSino s testnim bakterijskim sevom
inokuliranega trdnega gojis¢a. Uc¢inkovina med inkubacijo difundira v gojis¢e, v odvisnosti
od njene koncentracije in obcutljivosti testnega seva pa okoli traku nastane simetri¢na
zaviralna elipsa. MIK odc¢itamo na mestu, kjer zaviralna elipsa seka E-test (Slika 18) (2c,

3¢, 4b, 48).

Slika 18: E-test z zaviralno elipso.
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2 NAMEN DELA

Seriji sedemindvajsetih spojin, nacrtovanih kot inhibitorji ligaz Mur z razli¢nimi
strukturnimi lastnostmi in z vefinoma ze testirano inhibitorno aktivnostjo na izoliranih
ligazah Mur, bomo ovrednotili protimikrobno uc¢inkovitost na standardnih bakterijskih

sevih zbirke ATCC v obliki vrednosti MIK in MBK.

Vsakemu potencialnemu inhibitorju ligaz Mur bomo z metodo makrodilucijskega
antibiograma v MH bujonu dolo¢ili MIK na dveh G* (S. aureus ATCC 29213, E. faecalis
ATCC 29212) in dveh G (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853) standardnih
bakterijskih sevih. V primeru u¢inka na katerem od standardnih sevov bomo z dodatnim
testiranjem s precepljanjem na trdno gojis¢e dolocili S¢ MBK spojine na istem sevu. Na
standardni sev S. aureus ATCC 29213 najucinkovitej$im spojinam bomo z isto metodo
ovrednotili Se u¢inkovitost na dodatni standardni bakterijski sev S. aureus ATCC 43300
(sev MRSA).

Potencialnim inhibitorjem ligaz Mur, ki bodo najuéinkovitej$i na G* bakterijske seve,
bomo z metodo dilucijskega antibiograma v agarju dolo¢ili MBK $e na dveh dodatnih G

standardnih sevih (S. pneumoniae ATCC 49619, S. pyogenes ATCC 19615).

Dobljene rezultate bomo primerjali z rezultati testiranj na izoliranih ligazah Mur, hkrati pa
bomo kvalitativno (spekter delovanja) in kvantitativno (MIK, MBK) primerjali
ucinkovitost inhibitorjev ligaz Mur glede na strukturne podobnosti in razlike znotraj in

med posameznimi strukturnimi skupinami.

Rezultati bodo prispevali k razumevanju odnosa med strukturo in delovanjem
protibakterijskih u¢inkovin ter nam dali izto¢nice za nadaljno nacrtovanje inhibitorjev ligaz

Mur.

27



3 MATERIALI IN METODE
3.1 POTENCIALNI INHIBITORJI LIGAZ MUR

Na Fakulteti za farmacijo so sintetizirali serijo spojin, nacrtovanih kot inhibitorji ligaz
Mur. Sedemindvajset takih spojin smo razvrstili v osem skupin glede na njihove strukturne
znacilnosti (Preglednica I). Vecini spojin so predhodno Ze ovrednotili inhibitorno aktivnost
na izoliranih ligazah Mur s pomoc¢jo ugotavljanja encimske aktivnosti z dvema razlicnima
metodama: kolorimetricno metodo z malahitno zelenim in metodo z radioaktivno
oznacenimi substrati. Inhibitorna aktivnost je bila izrazena z rezidualno aktivnostjo (RA),
ki je v odstotkih predstavljala razmerje med aktivnostjo ligaze Mur v prisotnosti
potencialnega inhibitorja in aktivnostjo ligaze Mur brez prisotnosti potencialnega
inhibitorja ali pa s srednjo inhibitorno koncentracijo (ICsy), ki je predstavljala
koncentracijo potencialnega inhibitorja v uM, pri kateri je RA ligaze Mur 50%. Manjsa
RA vrednost pomeni, da spojina pri dani koncentraciji upoc€asni encimsko katalizirano
reakcijo. Razlike v RA so znotraj vrednosti eksperimentalnih napak, ¢e so v mejah med 80

in 120% (50).

Preglednica I: Testne spojine in njihova inhibitorna aktivnost na izoliranih ligazah Mur.

RA [%)] in/ali ICs [uM]

[g/mol] | [uM]

OZNAKA STRUKTURA Mr c MurC | MurD | MurE | MurF

A: Derivati -GLUTAMINSKE KISLINE

TT-96 /‘/3 394,03 250 NP IC50 = 96 NP
m’w :13[
o S
\
HN._ _COOH s
COOH
TT-89 422,08 250 NP 94 101 NP

COOCH;
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3 DVR-40 499,57 250 78 ICso = 96 79
174
NH MM
) SL _o
HNYCOOH < Ve
COOH
B: Derivati BENZILIDEN RODANINA (benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona)
4 TT-111 ‘/3 253,30 100 NP NP 86 NP
X
NH
s—¢
Ho \
s
5 TT-98 268,98 100 6 19 2 6
ICsop= | ICsp = | IC59 = | IC5p =
6uM | 2uM | 6 uM | 2 uM
6 LKV-16 311,38 100 98 92 104 NP
7 TT-114 275,27 100 81 94 91 NP
8 LKV-04 327,33 100 NP 54 7 ICso =
6 uM
ICso =
COOH 19
uM
9 LKV-02 369,41 100 NP NP 100 NP
COOH
10 LKV-05 333,31 100 NP NP 92 NP
COOH
C: Derivati BENZILIDEN-1,3-TIAZOLIDIN-2,4-DIONA
11 TT-107 /O 253,23 100 15 16,5 7 13
N W
HO oH S\\< ICso = | 1Cs0 =
o ¢ 2,7 4 uM
uM
12 LKV-14 ? 295,31 100 NP NP 92 NP
H4CO Il
X
\/NH
HaCO ° \
o)
OCHs
13 TT-113 7 259,20 100 NP NP 92 NP
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D: Derivati BENZILIDEN BARBITURNE KISLINE (benziliden-2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-triona)
IN BENZILIDEN TIOBARBITURNE KISLINE (benziliden-2-tiookso-4,6(1H,5H)-pirimidin-diona)

14 KNZ-152 (‘) 306,27 100 NP NP NP NP
H,CO
X NH
Hscomo
OCHg :
15 | KNZ-153b F 2 270,16 100 NP NP NP NP
F o] N/KO
H
16 | KNZ-158b OH 2 280,26 100 NP 88 NP 80
HO o~ N)\s
H
17 | KNZ-156 ‘f 322,34 100 NP NP NP NP
H,CO
S NH
HaCO o N/gs
OCH, H
E: Derivati 2H-1,4-BENZOKSAZIN-3(4H)-ONA
18 KNZ-64b H 421,49 100 NP 36,8 79,6 NP
0= Nvﬁs
984
ﬁCN
19 KNZ-66-2 o N s 430,93 100 NP 35,9 12,4 NP
X1
ﬁm
F: Derivati ACIL-HIDRAZONOV
20 DVR-74 Br 352,14 100 NP NP 14 21
‘ XN OH
o]
OH
21 DVR-102 XN F 279,22 500 NP NP 100 NP
o)
F
22 DVR-91 354,36 100 NP NP 94 NP
NN Ny OCH,
<4
0 OCH;
H3CO
23 DVR-84 318,25 100 NP NP 67 27

F
NH"{ NH_7 F
sh
0 F
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G: Derivati 2(1H)-KINOLINONA

24 TT-77 H ﬁ 288,34 100 NP NP NP NP
NP o N
N QA
o
25 TT-64 : o 329,37 500 NP 95 NP NP
.
\©\SOZNH2
H: Derivati TRIAZINA
26 LKV-36 o /(; 332,57 100 NP NP NP NP
Cl N NH\)k
1y
NYN Cl
cl
27

LKV-42 JL /@ 321,76 500 NP 92 NP NP
H3CHN N NH
Y Y NH

NYN Cl

NHCHg

Legenda: Mr — relativna molekulska masa, ¢ — molarna koncentracija spojine pri testiranju na izoliranih

ligazah Mur, RA — rezidualna aktivnost, ICsy — srednja inhibitorna koncentracija, NP — ni podatka.

Spojine smo za izvedbo metode makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu dobili v
obliki raztopine v DMSO s koncentracijo 2 mg/mL, za izvedbo metode dilucijskega
antibiograma v agarju pa v obliki $tirih raztopin v DMSO s koncentracijami 4 mg/mL, 2

mg/mL, 1 mg/mL in 0,5 mg/mL.

3.2 STANDARDNI BAKTERIJSKI SEVI

Za vrednotenje protibakterijske ucinkovitosti smo uporabljali standardne oziroma
referencne bakterijske seve iz zbirke ATCC (American Type Culture Collection). ATCC je
neodvisen neprofiten bioloski raziskovalni center, ki kultivira in distribuira avtenti¢ne
mikroorganizme in celi¢ne linije (51). U¢inek spojin smo vrednotili na petih G"
standardnih bakterijskih sevih (S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 43300, E. faecalis
ATCC 29212, S. pneumoniae ATCC 49619, S. pyogenes ATCC 19615) in dveh G
standardnih bakterijskih sevih (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853).

Za vsak standardni bakterijski sev smo najprej pripravili Cisto kulturo na KA, ki smo jo
hranili v hladilniku, iz nje pa smo tedensko na KA precepljali sveze delovne kulture za

izvedbo antibiogramov (Slika 19).
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E. coli
MRSA

P. aeruginosa

E. faecalis S. aureus

Slika 19: Bakterijske kulture s kolonijami standardnih bakterijskih sevov na KA.

3.3 OPREMA

% Zamrzovalnik s T -20 °C (Gorenje).

% Hladilnik s T 5 °C (LTH).

% Termostat za acrobno inkubacijo s T 35 do 37 °C (LTH).

¢ Inkubator s 5% CO; atmosfero s T 35 do 37 °C (Heraeus).

¢ Plinski gorilnik (TLOS).

¢ Denzitometer (Becton Dickinson).

¢+ Stresalnik (Tehtnica).

¢ Sterilne plastenke s pokrovcki, S0 mL (Greiner Bio-One GmbH).

¢ Sterilne plasti¢ne epruvete s pokrovcki, 10 mL (San.ko.m).

¢ Avtomatske pipete s sterilnimi nastavki, 1000 pL, 500 pL, 50 pL (Nichiryo,
Finnpippete).

% Sterilne steklene merilne pipete, 5 mL, 10 mL (TPP®).

¢ Sterilne plasti¢ne kapalke, 3 mL (Sarstedt).

¢ Sterilni membranski filtri z velikostjo por 0,22 um, brizge (Sartorius).

¢ Bakterioloske cepilne zanke.

¢ Sterilni bombazni brisi.
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3.4 METODE

cev v

operativnih postopkov Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v
Ljubljani, pri izvajanju metod pa na priporoc¢ila CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, ZDA) (52, 53, 54).

3.4.1 Metoda makrodilucijskega antibiograma v Mueller Hinton
bujonu
Z metodo makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu smo vsakemu potencialnemu
inhibitorju ligaz Mur vrednotili u¢inkovitost v obliki vrednosti MIK na S§tirih standardnih
bakterijskih sevih (S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853). Najprej smo testirali stiri najvisje koncentracije spojine (128
ug/mL, 64 ug/mL, 32 ug/mL, 16 pg/mL), ¢e se je pri njih pokazal ucinek, pa Se deset
nizjih koncentracij (8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,125
pg/mL, 0,063 pg/mL, 0,031 pg/mL, 0,016 pg/mL). V primeru udinka na katerem od
standardnih bakterijskih sevov smo z dodatnim testiranjem vrednotili Se ucinkovitost v
obliki vrednosti MBK na istem sevu. Povsod, kjer se je pokazal uinek, smo testiranje

ponovili (1. test, 2. test, 3. test, 4. test).

V primeru ucinka na standardni bakterijski sev S. aureus ATCC 29213 smo potencialnemu
inhibitorju ligaz Mur z isto metodo ovrednotili Se u¢inek na dodatni standardni bakterijski
sev S. aureus ATCC 43300 (sev MRSA). Pred izvedbo testiranja smo testnemu sevu
dolocili odpornost proti oksacilinu z metodo dilucijskega antibiograma v agarju. Plosco
trdnega agar-dilucijskega gojis¢a MHOX z vgrajenim oksacilinom smo inokulirali s
suspenzijo bakterijskih kolonij in po aerobni inkubaciji 18 do 24 ur pri T 35 do 37 °C
preverjali, ali je bila bakterijska rast prisotna. Tako smo dokazovali, da gre res za sev

MRSA, ki je odporen proti oksacilinu in raste kljub njegovi prisotnosti v gojiscu.

3.4.1.1 Priprava mikrobioloskih gojiS¢€ in dodatkov
% Priprava tekocega gojis¢a Mueller Hinton bujon (MHB)

V 1 L destilirane vode smo raztopili 22 g dehidriranega osnovnega medija Mueller Hinton

bujon (Becton Dickinson), ki vsebuje goveji ekstrakt (3 g), kisli hidrolizat kazeina (17,5 g)
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in Skrob (1,5 g). Dobljeno raztopino smo nalili v stekleni¢ke po 100 mL in avtoklavirali 15
minut pri T 121 °C. MHB je primeren za kultivacijo Sirokega spektra mikroorganizmov in

za pripravo bakterijskih inokulumov.

% Priprava trdnega gojis¢a Krvni agar (KA)

V 1 L destilirane vode smo raztopili 40 g dehidriranega osnovnega medija Blood Agar
Base (Merck), ki vsebuje ekstrakt govejega srca (20 g), NaCl (5 g) in agar (15 g). Dobljeno
raztopino smo avtoklavirali 15 minut pri T 121 °C, ohladili na 48 do 50 °C, asepti¢no
dodali 50 mL citrirane goveje krvi, dobro premesali in razlili v petrijeve posode. KA je
splosno uporabno gojis¢e za gojenje Stevilnih klinicno pomembnih mikroorganizmov, ker

pokaze razli¢no morfologijo, pigmentacijo in hemolizo.

¢ Priprava trdnega gojis¢a Mueller Hinton-oxacillin agar (MHOX)

V 990 mL destilirane vode smo raztopili 38 g dehidriranega osnovnega medija Mueller
Hinton II Agar (Becton Dickinson), ki vsebuje goveji ekstrakt (2 g), kisli hidrolizat kazeina
(17,5 g), skrob (1,5 g) in agar (17 g) ter 40 g NaCl (Merck). Dobljeno raztopino smo
avtoklavirali 15 minut pri T 121 °C in ohladili na 48 do 50 °C. Nato smo asepti¢no dodali
0,006 g oksacilina (Sigma), suspendiranega v 10 mL destilirane vode in steriliziranega s
filtracijo skozi sterilni membranski filter z velikostjo por 0,22 pum, dobro premesali in
razlili v petrijeve posode. MHOX gojis€e se uporablja za identifikacijo proti

meticilinu/nafcilinu/oksacilinu odpornih stafilokokov (sev MRSA).

% Priprava fizioloske raztopine (FR 0,85%)

V 1 L destilirane vode smo raztopili 8,5 g NaCl (Merck), raztopino avtomatsko razlivali v

steklene epruvete po 9 mL in jih avtoklavirali 15 minut pri T 121 °C.

3.4.1.2 Priprava razredcCin potencialnega inhibitorja ligaz Mur

5 mL raztopine potencialnega inhibitorja ligaz Mur v DMSO s koncentracijo 2 mg/mL smo
sterilno redcili s 34 mL MH bujona, tako da smo dobili osnovno raztopino potencialnega
inhibitorja ligaz Mur s koncentracijo 256 pg/mL. Raztopino smo sterilizirali s filtracijo
skozi sterilni membranski filter z velikostjo por 0,22 um in jo uporabili kot izhodisce za
pripravo serije raztopin spojine s Stirimi (ali Stirinajstimi) zaporednimi padajoCimi

koncentracijami.
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Ob prizganem gorilniku smo v 50 mL plastenko sterilno odpipetirali ustrezna volumna
osnovne raztopine potencialnega inhibitorja ligaz Mur in MH bujona, zamasili in dobro
premesali. Ker se je ob dodatku bakterijskega inokuluma v nadaljnem postopku
koncentracija spremenila, smo pri red¢enju upostevali tudi to (Preglednica IT). Ko razred¢in

nismo ve¢ potrebovali, smo jih zamrznili in jih v primeru ponovnega testiranja spet

odmrznili.

Preglednica II: Nacin red¢enja osnovne raztopine testne spojine.

Volumen osnovne K tracii Konéna koncentracija
i oncentracija
koncentracjon | YOlumen MHDuONA | doblienc raztopine | pakteriskega
inokuluma)

n =256 pg/mL
1 / / 256 ug/mL 128 pg/mL
2 4 mL 4 mL 128 pg/mL 64 pg/mL
3 2 mL 6 mL 64 ng/mL 32 pg/mL
4 2 mL 14 mL 32 pug/mL 16 pg/mL

n =32 pg/ml
5 4 mL 4 mL 16 pg/mL 8 ng/ml
6 2mL 6 mL 8 ug/mL 4 pg/ml
7 2mL 14 mL 4 pg/mL 2 pg/ml
n =4 pg/ml
8 4 mL 4 mL 2 pg/mL 1 pg/mL
9 2mL 6 mL 1 pg/mL 0,5 pg/mL
10 2 mL 14 mL 0,5 pg/mL 0,25 pg/mL
n = 0,5 pg/ml

11 4 mL 4 mL 0,25 pg/mL 0,125 pg/mL
12 2 mL 6 mL 0,125 pg/mL 0,063 ng/mL
13 2 mL 14 mL 0,063 pg/mL 0,031 pg/mL

n = 0,063 pg/ml
14 4mL 4mL | 0,031 pg/mL 0,016 pg/mL

3.4.1.3 Priprava bakterijskega inokuluma

Iz ciste kulture standardnega bakterijskega seva na KA smo najprej pripravili svezo
delovno kulturo. Ob prizganem gorilniku smo s preZarjeno in ohlajeno bakteriolosko zanko
zajeli nekaj osamljenih bakterijskih kolonij iz primarne kulture in jih precepili na zgornjo
polovico nove plos¢e KA. Nato smo bakteriolosko zanko ponovno sterilizirali in z njo
naredili nekaj izolacijskih ¢rt preko zgornje Se na spodnjo polovico gojis¢a, da smo
bakterijske kolonije razredcili. Plos¢e KA smo aerobno inkubirali 18 do 24 ur pri T 35 do
37° C.
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Po inkubaciji smo iz delovne kulture pripravili bakterijski inokulum. Ob prizganem
gorilniku smo s sterilnim brisom zajeli nekaj osamljenih bakterijskih kolonij, jih prenesli v
sterilno fiziolosko raztopino in premesali na stresalniku. Dobljeno bakterijsko suspenzijo
smo z dodajanjem novih kolonij s sterilnim brisom ali fizioloske raztopine s sterilno
kapalko z denzitometrom standardizirali na opti¢no gostoto 0,5 McFarlanda, kar pomenti,
da je vsebovala priblizno 1 do 2-krat 10® bakterijskih celic oziroma CFU/mL. 100 L
suspenzije smo ob prizganem gorilniku sterilno odpipetirali v 100 mL MH bujona in

premesali. Inokulum je tako vseboval priblizno 10° bakterijskih celic oziroma CFU/mL.

3.4.1.4 lzvedba makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Ob prizganem gorilniku smo v vrsto 10 mL sterilnih epruvet sterilno pipetirali po 500 pL
pripravljenih razredCin potencialnega inhibitorja ligaz Mur v Stirih (ali Stirinajstih)
padajocih koncentracijah od 256 pg/mL do 32 pg/mL (ali od 256 pg/mL do 0,031 pg/mL)
in po 500 pL pripravljenega bakterijskega inokuluma, ki je vseboval priblizno 10’
bakterijskih celic oziroma CFU/mL. Zaradi direktne inokulacije so bile koncne
koncentracije potencialnega inhibitorja ligaz Mur v epruvetah zdaj ustrezno nizje (od 128
pg/mL do 16 pg/mL ali od 128 pg/mL do 0,016 ug/mL ), gostota bakterijskih celic pa je
bila priblizno 5-krat 10* CFU/mL. Epruvete smo zamasili in aerobno inkubirali 18 do 24 ur

pri T 35 do 37 °C.

Ovrednotenje rezultatov

Po inkubaciji smo v vsaki epruveti vizualno ocenili, ali je bakterijska rast bila prisotna
(motno gojisce) ali ne (bistro gojise). Na ta naCin smo kvantitativno ovrednotili ucinek
potencialnega inhibitorja ligaz Mur z vrednostjo MIK, ki smo jo dolo¢ili kot koncentracijo
upostevali kot najnizjo koncentracijo potencialnega inhibitorja ligaz Mur, ki ustavi
razmnozevanje in rast bakterij (Slika 20). Razred¢ine, pri katerih bakterijska rast ni bila
dobro vidna (motnost gojis¢a ni bila dobro vidna), smo precepili na nove plosce KA, jih
aerobno inkubirali 18 do 24 ur pri T 35 do 37 °C in $ele nato ovrednotili MIK. Ce je bila
bakterijska rast prisotna pri vseh razred¢inah potencialnega inhibitorja ligaz Mur, smo

MIK ovrednotili kot vecji od najvisje testirane koncentracije, to je vecji od 128 pg/mL
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Slika 20: Bistrost gojis¢a zaradi odsotnosti bakterijske rasti (levo) in motnost gojis¢a zaradi
prisotnosti bakterijske rasti (desno).

3.4.1.5 Izvedba dodatnega testiranja

Vse razredCine, v katerih ni bilo prisotne bakterijske rasti (bistro gojis¢e) in prvo, v kateri
je bakterijska rast bila prisotna (motno gojis¢e), smo ob prizganem gorilniku s sterilizirano
bakteriolosko zanko precepili na novo plosc¢o KA. Plos¢e KA smo aerobno inkubirali 18

do 24 ur pri T 35 do 37 °C.

Ovrednotenje rezultatov

Po inkubaciji smo na vsaki plos¢i KA vizualno ocenili, ali je bakterijska rast bila prisotna
(bakterijske kolonije so zrastle, kjer se je dalo, smo jih presteli oziroma ocenili njihovo
Stevilo) ali ne (ni zrastla nobena bakterijska kolonija). Na ta nacin smo kvantitativno
opredelili u¢inek potencialnega inhibitorja ligaz Mur z vrednostjo MBK, ki smo jo dolo¢ili
prisotne bakterijske rasti (ni zrastla nobena bakterijska kolonija) in jo uposStevali kot
najnizjo koncentracijo potencialnega inhibitorja ligaz Mur, ki unici vse (ali po nekaterih
literaturnih podatkih 99,9%) bakterije — baktericidni uéinek. Ce je bila bakterijska rast
prisotna pri vseh precepljenih razred€inah ali pa dodatnega testiranja nismo izvedli, ker
smo ze MIK opredelili kot ve¢ji od 128 pg/mL, smo MBK ovrednotili kot vecji od najvisje

testirane koncentracije, to je vecji od 128 pug/mlL.

3.4.1.6 Kontrola metode

Kontrolo metode smo izvajali pred zacetkom testiranj na potencialnih inhibitorjih ligaz

Mur in tudi hkrati z njim.
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«» Kontrola ustreznosti metode s standardnim antibiotikom

Pred zacetkom testiranj smo preverili, ali bo izbrana metoda dala pravilne rezultate. 1zvedli
smo makrodilucijski antibiogram v MH bujonu na osnovnih standardnih bakterijskih sevih,
namesto potencialnega inhibitorja ligaz Mur pa smo uporabili standardni antibiotik
gentamicin (Lek). Rezultate v obliki MIK smo primerjali s standardnimi vrednostmi in

ugotovili, da se ujemajo (Preglednica III) (52).

Preglednica III: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti gentamicina v primerjavi s

standardom.
Standardni sev MIK gentamicina [pg/mL] )
STANDARD NAS REZULTAT
S. aureus ATCC 29213 0,25-1 1
E. faecalis ATCC 29212 gentamicin nima udinka na E. faecalis >128
E. coli ATCC 25922 0,25-2 0,5
P. aeruginosa ATCC 27853 0,5 0,5

Pred potrditvijo rezultatov vrednotenja ucinkovitosti vsakega potencialnega inhibitorja
ligaz Mur smo takoj po inokulaciji in tudi po inkubaciji preverili ustreznost nasega dela z

vidika istovetnosti uporabljenega bakterijskega seva in izkljucitve moznosti kontaminacije.

% Precepljanje bakterijskega inokuluma na novo plos¢o KA

Po inokulaciji vseh razredCin potencialnega inhibitorja ligaz Mur smo ob prizganem
gorilniku uporabljen bakterijski inokulum s sterilizirano bakteriolosko zanko precepili na
novo plosco KA. Plos¢e KA smo aerobno inkubirali 18 do 24 ur pri T 35 do 37 °C.

Po inkubaciji smo preverjali, ali so bakterijske kolonije zrastle, bile morfolosko enake
kolonijam iz Cistih kultur istega seva in ali je bila kultura ¢ista (prisotne so smele biti samo
kolonije testnega seva). Tako smo dokazovali, da smo za pripravo bakterijskega inokuluma

uporabili pravilni standardni bakterijski sev in da ga med pripravo nismo kontaminirali.

¢ Inkubacija bakterijskega inokuluma

Vsak preostali bakterijski inokulum smo inkubirali na enak nacin kot epruvete z
razred¢inami potencialnega inhibitorja ligaz Mur. Po inkubaciji smo preverjali, ali je
bakterijska rast bila prisotna (motno gojisce). Tako smo dokazovali, da je inokulum res
vseboval bakterijske kolonije, ki so brez prisotnosti potencialnega inhibitorja ligaz Mur

zrastle ob pogojih inkubacije.
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% Precepljanje inkubiranih inokuliranih razred¢in potencialnega inhibitorja
ligaz Mur

Po inkubaciji epruvet z razred¢inami potencialnega inhibitorja ligaz Mur smo vsaj eno
izmed razredCin, kjer je bila prisotna bakterijska rast (motno gojis¢e) ob prizganem
gorilniku s sterilizirano bakteriolosko zanko precepili na novo plos¢o KA. V primeru, ko
smo MIK dolo¢ili kot vec¢ji od 128 pg/mL, smo precepili le razred¢ino s koncentracijo 128
pg/mL, v primeru, ko smo MIK dolo¢ili kot manjsi od 128 pg/mL, pa smo precepili vse
razred¢ine, kjer ni bilo prisotne bakterijske rasti (bistro gojisce) in prvo razred¢ino (z
najnizjo koncentracijo), kjer je bakterijska rast bila prisotna (motno gojisce). Plos¢e KA
smo aerobno inkubirali 18 do 24 ur pri T 35 do 37 °C. Po inkubaciji smo preverjali, ali so
bakterijske kolonije zrastle, bile morfolosko enake kolonijam iz ¢istih kultur istega seva in
ali je bila kultura Cista (prisotne so smele biti samo kolonije testnega seva). Tako smo
dokazovali, da smo razred¢ine res inokulirali, da smo za inokulacijo uporabili pravilni

standardni bakterijski sev in da med izvedbo antibiograma ni prislo do kontaminacije.

3.4.2 Metoda dilucijskega antibiograma v agarju

Z metodo dilucijskega antibiograma v agarju smo dvema potencialnima inhibitorjema ligaz
Mur (LKV-16, TT-114), ki sta bila naju¢inkovitejsa na G* standardni bakterijski sev S.
aureus ATCC 29213, pokazala pa sta tudi udinek na dodatni G* standardni bakterijski sev
S. aureus ATCC 43300 (sev MRSA), ovrednotili u¢inkovitost v obliki vrednosti MBK Se
na dveh dodatnih G* standardnih bakterijskih sevih (S. pneumoniae ATCC 49619, S.
pyogenes ATCC 19615). To metodo smo uporabili, ker bakterijska seva S. pneumoniae in
potencialnega inhibitorja ligaz Mur (128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL), vse v
dvojniku (1. test, 2. test).

3.4.2.1 Priprava mikrobioloskih gojiS¢ in dodatkov
¢ Priprava trdnega agar-dilucijskega mikrobioloskega gojisc¢a

Raztopine potencialnega inhibitorja ligaz Mur v DMSO s koncentracijami 4 mg/mL, 2
mg/mL, 1 mg/mL in 0,5 mg/mL smo sterilizirali s filtracijo skozi sterilni membranski filter
z velikostjo por 0,22 pm, nato pa smo jih med pripravo vgradili v trdno agar-dilucijsko

gojisce.

39



Kot osnovo smo uporabili trdno gojis¢e Mueller Hinton-ov¢ja kri (MHovca), ki se
uporablja za  testiranje obcutljivosti S. pneumoniae in drugih streptokokov za
protimikrobne ucinkovine. V 1 L destilirane vode smo raztopili 38 g dehidriranega
osnovnega medija Mueller Hinton IT Agar (BBL™, Becton Dickinson), ki vsebuje goveji
ekstrakt (2 g), kisli hidrolizat kazeina (17,5 g), Skrob (1,5 g) in agar (17 g). Dobljeno
raztopino smo avtoklavirali 15 minut pri T 121 °C, ohladili na 48 do 50 °C, asepti¢no
dodali 50 mL defibrinirane ov¢je krvi in dobro premesali. V asepti¢ni komori smo v
petrijeve posode razlivali po 20 mL dobljene meSanice in po 0,66 mL vsake razred¢ine
potencialnega inhibitorja ligaz Mur in dobro premesali, da smo v kon¢nem trdnem agar-
dilucijskem gojiscu dobili koncentracije potencialnih inhibitorjev ligaz Mur 128 ug/mL, 64

pg/mL, 32 pg/mL in 16 pg/mL (Preglednica IV).

Preglednica I'V: Nacin priprave agar-dilucijskega gojis¢a z vgrajeno testno spojino.

Koncentracija osnovne Volumen osnovne Kon¢na koncentracija
Volumen osnovnega c a q - q T
oiisca raztopine potencialnega raztopine potencialnega potencialnega inhibitorja
g0J inhibitorja ligaz Mur inhibitorja ligaz Mur ligaz Mur v gojis¢u

1 20 mL 4 mg/mL 0,66 mL 128 pg/mL
2 20 mL 2 mg/mL 0,66 mL 64 pg/mL
3 20 mL 1 mg/mL 0,66 mL 32 pg/mL
4 20 mL 0,5 mg/mL 0,66 mL 16 pg/mL

¢ Priprava fizioloske raztopine (FR 0,85%)

V 1 L destilirane vode smo raztopili 8,5 g NaCl (Merck), raztopino avtomatsko razlivali v

steklene epruvete po 9 mL in avtoklavirali 15 minut pri T 121 °C.

3.4.2.2 Priprava bakterijskega inokuluma

Bakterijski inokulum smo pripravili na enak nacin kot za metodo makrodilucijskega
antibiograma v MHB. 50 pL suspenzije, ki je vsebovala priblizno 1 do 2-krat 10°
bakterijskih celic oziroma CFU/mL, smo ob prizganem gorilniku sterilno odpipetirali v 5
mL MH bujona in premesali. Inokulum je tako vseboval priblizno 10° bakterijskih celic

oziroma CFU/mL.
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3.4.2.3 Izvedba dilucijskega antibiograma v agarju

Ob prizganem gorilniku smo z avtomatsko pipeto s sterilnim nastavkom nanasali
pripravljen bakterijski inokulum v obliki kapljic na plos¢e trdnega agar-dilucijskega
gojis¢a z vgrajenim potencialnim inhibitorjem ligaz Mur v $tirih razli¢nih koncentracijah
od 128 pg/mL do 16 pg/mL. Ker je inokulum vseboval priblizno 10° bakterijskih celic
oziroma CFU/mL, nanaSali pa smo ga po 20 pL, je bilo v vsaki kapljici nanosa priblizno
10* bakterijskih celic oziroma CFU/mL. Inokulirane ploste smo pustili stati ob prizganem
gorilniku 30 minut, da se je inokulum vpil v gojisce. Plos¢e smo inkubirali 18 do 24 ur pri
T 35 do 37 °C v inkubatorju s 5% CO, atmosfero (optimalni pogoji za rast S. pneumoniae

in S. pyogenes).

Ovrednotenje rezultatov

Po inkubaciji smo na vsaki plos¢i trdnega agar-dilucijskega gojiSca ocenili, ali je na mestu
nanosa bakterijskega inokuluma bakterijska rast bila prisotna (bakterijske kolonije so
zrastle, kjer se je dalo, smo jih presteli oziroma ocenili njihovo Stevilo) ali ne (ni zrastla
nobena bakterijska kolonija). Na ta nac¢in smo kvantitativno opredelili ucinek
potencialnega inhibitorja ligaz Mur z vrednostjo MBK, ki smo jo dolocili kot zadnjo
(najnizjo) koncentracijo potencialnega inhibitorja ligaz Mur, vgrajenega v plos¢o trdnega
agar-dilucijskega gojisca, kjer bakterijska rasti ni bila prisotna (ni zrastla nobena
bakterijska kolonija) in jo upostevali kot najniZjo koncentracijo potencialnega inhibitorja
ligaz Mur, ki uni¢i vse (ali po nekaterih literaturnih podatkih 99,9%) bakterije -
baktericidni uc¢inek. Kjer je bila bakterijska rast prisotna pri vseh koncentracijah
potencialnega inhibitorja ligaz Mur, smo MBK ovrednotili kot ve¢ji od najvi§je testirane

koncentracije, to je vecji od 128 pg/mL.

3.4.2.4 Kontrola metode

Kontrolo metode smo izvajali hkrati s testiranji na potencialnih inhibitorjih ligaz Mur.

% Kontrola ustreznosti metode s pozitivno in negativno kontrolo

Ali izbrana metoda daje pravilne rezultate smo preverjali s pozitivno in negativno kontrolo.
Na vsako plos¢o trdnega agar-dilucijskega gojis¢a z vgrajenim potencialnim inhibitorjem

ligaz Mur smo poleg bakterijskega inokuluma testnih sevov nanesli Se enako koli¢ino
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enako pripravljenega inokuluma seva E. coli ATCC 25922 kot pozitivno kontrolo in seva
S. aureus ATCC 29213 kot negativno kontrolo. Po inkubaciji smo preverjali, ali je na
mestu nanosa inokuluma pozitivne kontrole bakterijska rast bila prisotna in ali na mestu
nanosa negativne kontrole bakterijska rast ni bila prisotna, ker so rezultati metode
makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu Ze prej pokazali, da testirana potencialna
inhibitorja ligaz Mur v koncentracijah od 128 pg/mL do 16 pg/mL nimata ucinka na sev E.
coli ATCC 25922, na sev S. aureus ATCC 29213 pa.

Pred potrditvijo rezultatov vrednotenja ucinkovitosti vsakega potencialnega inhibitorja
ligaz Mur smo takoj po inokulaciji in tudi po inkubaciji preverili ustreznost nasega dela z

vidika istovetnosti uporabljenega bakterijskega seva in izkljucitve moznosti kontaminacije.

% Precepljanje bakterijskega inokuluma na novo plos¢o KA

Kontrolo metode s precepljanjem bakterijskega inokuluma na novo plos¢o KA smo izvajali
na enak nacin kot za metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB, le da smo plosce

KA inkubirali v inkubatorju s 5% CO, atmosfero.

¢ Inkubacija bakterijskega inokuluma

Vsak preostali bakterijski inokulum smo inkubirali na enak nacin kot plosce trdnega agar-
dilucijskega gojisca z vgrajenim potencialnim inhibitorjem ligaz Mur. Po inkubaciji smo
preverjali, ali je bakterijska rast bila prisotna (motno gojisc¢e). Tako smo dokazovali, da je
inokulum res vseboval bakterijske kolonije, ki so brez prisotnosti potencialnega inhibitorja

ligaz Mur zrastle ob pogojih inkubacije.

¢ Opazovanje inkubiranih inokuliranih plos¢ trdnega agar-dilucijskega gojisca z
vgrajenim potencialnim inhibitorjem ligaz Mur

Po inkubaciji inokuliranih ploS¢ trdnega agar-dilucijskega gojis¢a z vgrajenim
potencialnim inhibitorjem ligaz Mur smo zrastle bakterijske kolonije primerjali s
kolonijami iz ¢istih kultur istega standardnega bakterijskega seva. Preverjali smo, ali so
bakterijske kolonije zrastle, bile morfolosko enake kolonijam iz €istih kultur istega seva in
ali je bila kultura Cista (prisotne so smele biti samo kolonije testnega seva). Tako smo
dokazovali, da smo plosce res inokulirali in da med izvedbo antibiograma ni prislo do

kontaminacije.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA
4.1 INTERPRETACIJA REZULTATOV

Zaradi boljse preglednosti smo rezultate vrednotenja ucinkovitosti na vseh testiranih

standardnih bakterijskih sevih za vsako strukturno skupino spojin zbrali v preglednici

(Preglednica VI, VII, XII, XV, XVIII, XXI, XXIII, XXIV), za vsak posamezen ucinkovit

potencialni inhibitor ligaz Mur v posebni preglednici (Preglednica VIII, IX, X, XI, XIII, XIV,

XVI, XVII, XIX, XX, XXII), za potencialne inhibitorje ligaz Mur, ki niso pokazali

protibakterijskega ucinka, pa v preglednicah v Prilogi (Preglednica XXV do Preglednica

XXXIX). Pri tem smo uporabljali nekatere oznake (Preglednica V).

Preglednica V: Oznake, ki smo jih uporabljali pri interpretaciji rezultatov.

Metoda makrodilucijskega antibiograma v Mueller Hinton bujonu

POMEN OZNAKA
bakterijska rast v inokulirani razred¢ini je bila prisotna .
(motno gojisce)
Dologitev MIK ba.kterij sk.a. vrvast v inokulirani razredCini ni bila prisotna )
(bistro gojisce)
bakterijska rast v inokulirani razred¢ini ni bila dobro
) oo g . -+
vidna (motnost gojiSca ni bila dobro vidna)
minimalna inhibitorna koncentracija MIK
bakterijska rast po precepitvi na KA je bila prisotna
(bakterijske kolonije so zrastle, kjer je bilo mozno, smo v (sevito
Dodatno testiranje za dolocitev | jih presteli oziroma ocenili njihovo $tevilo)
MBK bakterijska rast po precepitvi na KA ni bila prisotna (ni o
zrastla nobena bakterijska kolonija)
minimalna baktericidna koncentracija MBK
ustrezno M
Kontrola metode ——
Metoda dilucijskega antibiograma v agarju
POMEN OZNAKA
bakterijska rast na mestu nanosa inokuluma je bila
prisotna (bakterijske kolonije so zrastle, kjer je bilo V' seito)
Dologitev MBK mozno, smo jih presteli oziroma ocenili njihovo §tevilo)
bakterijska rast na mestu nanosa inokuluma ni bila o
prisotna (ni zrastla nobena bakterijska kolonija)
minimalna baktericidna koncentracija MBK
ustrezno M
Kontrola metode MeUStreZI0

43




4.2 DERIVATI b-GLUTAMINSKE KISLINE

Preglednica VI: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti derivatov D-glutaminske kisline.

STANDARDNI SEV
MIK in MBK S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
[pg/mL] ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853
TT-96
N /NH MIK >128 >128 >128 >128
°N 5\\<S _______________________________________________________________________________________________________
\Q MBK >128 >128 >128 >128
TT-89
i MIK >128 >128 >128 >128
o s«s _______________________________________________________________________________________________________
MBK >128 >128 >128 >128
DVR-40
MIK >128 >128 >128 >128
. NH ‘
HN\:/COOH S)fu
\ MBK >128 >128 >128 >128

4.2.1 Spojini TT-96 in TT-89

Spojini TT-96 in TT-89 sta bili kot derivata D-glutaminske kisline nacrtovani kot

inhibitorja encima MurD. Spojina TT-96 je pokazala inhibitorno aktivnost na izoliranem

encimu MurD (ICs je 45 uM), testiranje na bakterijskih sevih pa ucinkovitosti ni potrdilo.

Ker je spojina zaradi dveh karboksilnih skupin D-glutaminske kisline precej hidrofilna,

smo sklepali, da ne more prehajati preko bakterijske citoplazemske membrane. Testiranje

smo zato izvedli Se na lipofilnejSem derivatu, spojini TT-89, ki ima kot predstopnja v

sintezi spojine TT-96 obe karboksilni skupini D-glutaminske kisline v obliki metilnega

estra, kar naj bi izboljsalo njeno prehajanje preko bakterijske citoplazemske membrane. Po

pri¢akovanju spojina TT-89 na izoliranih encimu MurD ni pokazala inhibitorne aktivnosti,

saj mora biti karboksilna skupina D-glutaminske kisline, tako kot pri naravnem substratu

encima MurD, prosta, neu¢inkovita pa je bila tudi pri testiranju na bakterijskih sevih.
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4.2.2 Spojina DVR-40

Tudi spojina DVR-40 je bila kot derivat D-glutaminske kisline nacrtovana kot inhibitor
encima MurD. Strukturno je podobna spojini TT-96, med benziliden rodaninsko skupino in
D-glutaminsko kislino pa je $e benzil-aminski distan¢nik. Spojina je pokazala inhibitorno
aktivnost na izoliranem encimu MurD (ICsg je 174 uM), testiranje na bakterijskih sevih pa
ucinkovitosti ni potrdilo. Podobno kot pri spojini TT-96 bi zaradi hidrofilnosti lahko prislo
do tezav pri prehajanju spojine DVR-40 preko bakterijske celicne membrane, zato so
kasneje na izoliranem encimu MurD testirali Se lipofilnejsi derivat, ki je imel obe
karboksilni skupini D-glutaminske kisline v obliki metilnega estra, vendar pa podobno kot

spojina TT-89 ni pokazal inhibitorne aktivnosti.

4.2.3 U¢inkovitost derivatov D-glutaminske kisline

Derivati D-glutaminske kisline so bili nacrtovani kot inhibitorji encima MurD, katerega
naravni substrat je D-glutaminska kislina. Nobena od testiranih spojin ni pokazala
protimikrobne ucinkovitosti. To ni tako presenetljivo, saj tudi vsi doslej znani analogi D-

glutaminske kisline niso bili izrazito u¢inkoviti (11).
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4.3 DERIVATI BENZILIDEN RODANINA (benziliden-2-
tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona)

Preglednica VII: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti derivatov benziliden rodanina

(benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona).

STANDARDNI SEV
MIK S. E. E. P. S.
in aureus faecalis coli aeruginosa pneumoniae | S. pyogenes
MBK | ATCC ATCC ATCC ATCC B ATCC | ATCC 19615
[ug/mL] 29213 29212 25922 27853 49619
TT-111
? MIK >128 >128 >128 >128
M MBK >128 >128 >128 >128
TT-98
o MIK >128 >128 >128 128
A T S S
I, ) MBK >128 >128 >128 128
LKV-16
. MIK 8 >128 >128 >128 128
ico NNy beeeeee e .
4| MBK >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
TT-114
? MIK 0,5-2 >128 >128 >128 32
" S MBK >128 >128 >128 >128 >128 64 >128
LKV-04
o MIK 128 128 >128 >128 128
155 S SV e ) R RS I B
w0 P on MBK >128 >128 >128 >128 >128
LKV-02
; MIK >128 >128 >128 >128
D e T e
AT, MBK >128 >128 >128 >128
LKV-05
. MIK >128 >128 >128 >128
- «“ MBK >128 >128 >128 >128

4.3.1 Spojina TT-111

Spojina TT-111 kot derivat katehola najbrz prehaja preko bakterijske citoplazemske
membrane, saj obstajajo transportni sistemi za prehajanje kateholov v bakterijsko celico.

Vendar pa spojina ni pokazala ne inhibitorne aktivnosti na izoliranih ligazah Mur, ne

protimikrobne ucinkovitosti na bakterijskih sevih.
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4.3.2 Spojina TT-98

Preglednica VIII: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine TT-98.

Standardni sev

Koncentracija spo

ine TT-98 [ug/mL]

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

ey ee

128 64 32 16 MIK [ug/mL] | MBK [ug/mL] |
S.aureus ATCC 29213 -+ o S D >128
- test PrecepitevnaKA | v o Vo >128 ]
S.aureus ATCC 29213 -+ + + oo+ 1 >128 |
- test PrecepitevnaKA | v o Vo >128 ]
E. faecalis ATCC 29212 + + + o+ >128
- test PrecepitevnaKA | ooy >128 ]
E. faecalis ATCC 29212 + + oo+ o+ 1 >128 |
- test PrecepitevnaKA | 2 B 98T ]
E.coli ATCC25922 + o+ Lo+ L+ >128
- test PrecepitevnaKA | ooy >128 ]
E.coli ATCC25922 + v oo+ .+ 1 >128 |
- test PrecepitevnaKA | 2 B 98T ]
P. aeruginosa ATCC 27853 - + + o+ 128
- test PrecepitevnaKA | x | v o 128 ]
P. aeruginosa ATCC 27853 - + + oo+ b 128 |
- test PrecepitevnaKA | x | 2 128 ]

standardnih bakterijskih sevih (1. test). Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih
E. faecalis ATCC 29212 in E. coli ATCC 25922 pri vseh $tirih razred¢inah spojine, zato
smo MIK in MBK na teh sevih ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL. Pri sevu S. aureus

ATCC 29213 pri koncentraciji 128 pg/mL motnost gojisca ni bila dobro vidna, vendar je

do tega najbrz priSlo zaradi mocne obarvanosti spojine. Po precepitvi rezred¢in s

koncentracijama 128 pg/mL in 64 pg/mL smo tudi na sevu S. aureus ATCC 29213 MIK in

MBK ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Pri sevu P. aeruginosa ATCC 27853 pri koncentraciji 128 ug/mL bakterijske rasti nismo

zaznali, zato smo MIK ovrednotili kot 128 pg/mL. Izvedli smo Se dodatno testiranje za

vrednotenje MBK na sevu P. aeruginosa ATCC 27853. Razred¢ini s koncentracijama 128

pg/mL in 64 ng/mL smo precepili na novi plosci KA. Po inkubaciji na plos¢i, kamor smo

precepili razred¢ino s koncentracijo 128 pg/mL, nismo zaznali bakterijske rasti, zato smo

MBK ovrednotili kot 128 pg/mL.

Ker je spojina TT-98 pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur pokazala zelo dober

inhibitorni u¢inek, smo testiranje ponovili (2. test), vendar smo dobili enake rezultate.
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Kontrola metode: M

Ucdinkovitost spojine TT-98

Spojina TT-98 deluje kot nekompetitivni inhibitor ligaz Mur (na molekulo encima se veze
hkrati s substratom, vendar v razlino aktivho mesto, s ¢imer vpliva na kataliticno
aktivnost encima) in je pri testiranjih na izoliranih encimih pokazal odli¢no inhibitorno
aktivnost na vse $tiri ligaze Mur (ICsp na MurC in MurE je 6 uM, ICsp na MurD in MurF
je 2 uM). Testiranje na bakterijskih sevih u€inkovitosti ni v celoti potrdilo, saj je spojina
pokazala ucinek le na P. aeruginosa, pa $e to v zelo visokih koncentracijah (MIK in MBK
je 128 pg/mL, kar za spojino TT-98 pomeni 475,9 uM). Ker je spojina zaradi treh
hidroksilnih skupin na fenilnem obrocu precej hidrofilna, smo sklepali, da ne more
prehajati preko bakterijske citoplazemske membrane in smo testiranje zato izvedli Se na
dveh lipofilnejSih derivatih (spojini LKV-16 in TT-114). Pri P. aeruginosa, ki je G
bakterija, pa najve¢jo oviro za prehajanje spojine najbrz predstavlja zunanja membrana.
Tako bi v nadaljnih protibakterijskih testiranjih gojiScu lahko dodali katero od znanih
snovi, ki s protibakterijskimi ucinkovinami sinergisticno delujejo tako, da povecajo
prepustnost zunanje membrane. Taka snov je naprimer EDTA, ki kelira kalcijeve in

magnezijeve ione v zunanji membrani in jo s tem destabilizira (8).
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4.3.3 Spojina LKV-16

Preglednica IX: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine LKV-16.

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu
Koncentracija spojine LKV-16 [pg/mL]
; n| o =| © =) =
Standardni sev é gl gl el w| v «| ~ 2" 5" g 5 § § E gz E s\b«j?
S.aureus ATCC 29213 B e e e RN PO = L
oSt ["precepitev na KA Vo[ o | oo | a0 >128
S.aureus ATCC29213 N N N N U N A M N
- test Precepitev na KA w0 w0 | | V0 Vv >128
S.aureus ATCC29213 S S T N M N A M NE O
- test Precepitev na KA v [ Viiw | VIV [V ]V >128
E faecalis ATCC 29212 B N U U s — [zs |
1St ["precepitev na KA v >128
E faecalis ATCC29212 B T S S O — [zs |
- test Precepitev na KA v >128
E. ColiATCC25922 B T U O — [z |
- test Precepitev na KA v >128
P.aeruginosaATCC27853 |+ [+ [« [l [zs |
S ["precepitev na KA v >128
MRSA R S R A S R S T R
Precepitev na KA VIV >128
Metoda dilucijskega antibiograma v agarju
Koncentracija spojine LKV-16 [pg/mL]
128 64 32 16 MBK [ug/mL]
.test | S. pneumoniae ATCC 49619 + + + + >128
. test | S. pneumoniae ATCC 49619 + + + + >128
.test | S. pyogenes ATCC 19615 + a0 + a2 + @ + @ >128
.test | S. pyogenes ATCC 19615 + a0 - 0 + o + >128
Pozitivna kontrola
(S. aureus ATCC 29213) Y Y Y Y
Negati_vna kontrola n n n 4
(E. coli ATCC 25922)

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini LKV-16 smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB najprej vrednotili
test). Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih E. faecalis ATCC 29212, E. coli
ATCC 25922 in P. aeruginosa ATCC 27853 pri vseh $tirih razred¢inah spojine, zato smo
MIK in MBK na teh bakterijskih sevih ovrednotili kot vec¢ja od 128 pg/mL.

Testiranje na sevu E. faecalis ATCC 29212 smo ponovili (2. test), ker gre tako kot pri sevu
S. aureus ATCC 29213, na katerega je spojina LKV-16 pokazala u¢inek, za G" bakterijo.
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Vendar so bili rezultati enaki kot pri prvem testiranju, zato smo MIK in MBK ponovno
ovrednotili kot vec¢ja od 128 pg/mL.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 bakterijske rasti nismo zaznali pri nobeni od koncentracij,
pg/mL in da moramo testiranje ponoviti. Izvedli smo Se dodatno testiranje za vrednotenje
MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Vse razred¢ine smo precepili na nove plos¢e KA in
po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot ve¢ji od 128

pg/mL.

Testiranje na sevu S. aureus ATCC 29213 smo ponovili Se dvakrat, prvi¢ za dokon¢no
dolocitev MIK (2. test) in drugi¢ za potrditev dobljenega rezultata (3. test). Obakrat
bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16
pg/mL in 8 pg/mL, pri koncentraciji 4 pg/mL pa motnost gojis¢a ni bila dobro vidna. Po
precepitvi razred¢in s koncentracijami od 128 pg/mL do 2 pg/mL smo v obeh primerih
kon¢ni MIK ovrednotili kot 8 ug/mL. Obakrat smo ponovili tudi dodatno testiranje za
vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Razred¢ine s koncentracijami od 128
pg/mL do 2 pg/mL smo precepili na nove plos¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali

bakterijsko rast, zato da smo MBK obakrat ponovno ovrednotili kot vec¢ji od 128 pg/mL.

Zaradi dobrega ucinka spojine LKV-16 na sev S. aureus ATCC 29213 smo z metodo
makrodilucijskega antibiograma v MHB vrednotili $e njeno u¢inkovitost v vseh Stirinajstih
koncentracijah na dodatnem sevu MRSA. Po inkubaciji bakterijske rasti nismo zaznali pri
koncentracijah 128 pg/mL, 16 pg/mL in 8 pg/mL, pri vmesnih (64 pg/mL, 32 pg/mL) in
nizjih (od 4 pg/mL do 0,016 pg/mL) pa. Po precepitvi razred¢in s koncentracijami od 128
pg/mL do 4 pg/mL smo MIK ovrednotili kot 128 pg/mL, zaradi nekoliko nejasnih
rezultatov pa je mozno, da je dejanski MIK nizji ali da je priSlo do kaksne napake med
izvedbo antibiograma, naprimer pri redéenju osnovne raztopine spojine z MHB. Izvedli
smo Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu MRSA. RazredCine s
koncentracijami od 128 pg/mL do 4 pg/mL smo precepili na nove plos¢e KA in po
inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot vec¢ji od 128

pg/mL.

Kontrola metode: M
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Metoda dilucijskega antibiograma v agarju

Ker je spojina LKV-16 pokazala dober ucinek na sev S. aureus ATCC 29213, Sibek ucinek
pa je imela tudi na sev MRSA, smo z metodo dilucijskega antibiograma v agarju vrednotili
njeno ucinkovitost $e na dveh dodatnih G sevih, S. pneumoniae ATCC 49619 in S.
pyogenes ATCC 19615 v dvojniku (1. test, 2. test). Na mestu nanosa inokuluma smo pri
obeh sevih pri vseh Stirih koncentracijah zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK na obeh

obakrat ovrednotili kot ve¢ji od 128 pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine LKV-16

Spojina LKV-16 je strukturno podobna spojini TT-98, ki deluje kot nekompetitivni
inhibitor ligaz Mur, je pa lipofilnejSa, saj ima na fenilnem obro¢u namesto treh
hidroksilnih tri metoksi skupine, kar naj bi izboljSalo njeno prehajanje preko bakterijske
citoplazemske membrane. Testiranja na bakterijskih sevih so pokazala izboljSano
ucinkovitost v primerjavi s spojino TT-98, saj je spojina LKV-16 pokazala ucinek na S.
aureus in tudi na odporni sev MRSA, vendar ne tudi na P. aeruginosa. Na S. aureus smo
dolo¢ili MIK 8 pg/mL (to za spojino LKV-16 pomeni 25,7 pM), kar je na meji
sprejemljivosti za potencialno klini¢no uporabnost, MIK na MRSA pa smo sicer dolo¢ili
128 ng/mL, vendar je zaradi nejasnih rezultatov mozno, da je nizji. Ker pa pri testiranjih na
izoliranih ligazah Mur ni pokazala inhibitorne aktivnosti, lahko sklepamo, da spojina
LKV-16 ne ucinkuje kot inhibitor ligaz Mur, pa¢ pa je za zaviranje bakterijske rasti

odgovoren drug mehanizem.
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4.3.4 Spojina TT-114

Preglednica X: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine TT-114.

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu |
Koncentracija spojine TT-114 [ug/mL]
Standardni sev w| @l 2l m el xE 2

[ S.aureus ATCC 29213 | - | - | - | e LSO
1. test Precepitev na KA 20 | 100 | s0 | 20 >128 |

| S.aureusATCC29213 - -1-[-|-1-[-T-1-[+]+l+[+]l+0 05 |
2. test Precepitev na KA ENERE VIV >128 |

| S.aureus ATCC29213 [ - |- | - | ool N N N NN U U G M N -
3. test Precepitev na KA sl a [ e |V | VIV >128

S. aureus ATCC 29213 HEEEEEEEEEEEEIE e
4.1est [Prcepitevna KA B R A 5138

| E. faccalis ATCC 29212 |- St 0 — IESE
I test Precepitev na KA Vivi|Y >128 |

| E. faccalis ATCC29212 | S R I O — IESE
2. test Precepitev na KA vV >128 |

| E.coliATCC25922 | R I I — [L>128 |
I test Precepitev na KA v >128 |

| P.aeruginosa ATCC27853 |+ [+ [+ ]« ] IESEC
I test Precepitev na KA v >128 I

MRSA - - -1+1+]+]+]+1+]+]1+1+1+1+1_32 1
L test | procepifev na KA N N I A S8

Metoda dilucijskega antibiograma v agarju
Koncentracija spojine TT-114 [ug/mL]
128 64 32 16 MBK [ug/mL]

1.test | S. pneumoniae ATCC 49619 - 0 -0 + + 64
2. test | S. pneumoniae ATCC 49619 - -0 + + 64
1. test | S. pyogenes ATCC 19615 + + @ +o + @ >128
2. test | S. pyogenes ATCC 19615 + + + + @ >128

Pozitivna kontrola

(S. aureus ATCC 29213) 0 Y Y O

Negatiyna kontrola n i n n

(E. coli ATCC 25922)

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini TT-114 smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB najprej vrednotili

ey

test). Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih E. coli ATCC 25922 in P.

aeruginosa ATCC 27853 pri vseh §tirih razred¢inah spojine, zato smo MIK in MBK na teh
bakterijskih sevih ovrednotili kot vecja od 128 ug/mL. Pri sevu E. faecalis ATCC 29212

pri koncentracijah 128 pg/mL in 64 pg/mL motnost gojis¢a ni bila dobro vidna, vendar je

do tega najbrz prislo zato, ker so kolonije E. faecalis v suspenziji zelo majhne. Po
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precepitvi rezred¢in s koncentracijami od 128 pg/mL do 32 pg/mL smo tudi na sevu E.

faecalis ATCC 29212 MIK in MBK ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Testiranje na sevu E. faecalis ATCC 29212 smo ponovili (2. test), ker gre tako kot pri sevu
S. aureus ATCC 29213, na katerega je spojina TT-114 pokazala ucinek, za G bakterijo.
Pri koncentraciji 128 ug/mL motnost gojis¢a ni bila dobro vidna, vendar je do tega najbrz
spet priSlo zato, ker so kolonije E. faecalis v suspenziji zelo majhne. Po precepitvi
rezred€in s koncentracijama 128 pg/mL in 64 pg/mL smo MIK in MBK ponovno
ovrednotili kot vecja od 128 pug/mL.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 bakterijske rasti nismo zaznali pri nobeni od koncentracij,
pg/mL in da moramo testiranje ponoviti. Izvedli smo Se dodatno testiranje za vrednotenje
MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Vse razred¢ine smo precepili na nove plos¢e KA in
po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot vecji od 128

ug/mL.

Testiranje na sevu S. aureus ATCC 29213 smo ponovili Se trikrat, prvi¢ za dokon¢no
dolocitev MIK (2. test), drugi¢ (3. test) in tretjic (4. test) pa za potrditev dobljenega
rezultata. Prvi¢ (2. test) bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 128 pg/mL, 64
ug/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 ug/mL, 4 ug/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL in 0,5 pg/mL, zato
smo MIK ovrednotili kot 0,5 pg/mL. Ponovili smo tudi dodatno testiranje za vrednotenje
MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Razred¢ine s koncentracijami od 128 pg/mL do
0,25 pg/mL smo precepili na nove plosc¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko

rast, zato da smo MBK ponovno ovrednotili kot vecji od 128 pg/mL.

Drugi€ (3. test) bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 128 pg/mL, 64 pg/mL,
32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL in 2 pg/mL, pri koncentraciji 1 pg/mL pa motnost
gojisca ni bila dobro vidna. Po precepitvi razred¢in s koncentracijami od 128 pg/mL do 0,5
pg/mL smo MIK tokrat ovrednotili kot 2 pug/mL. Ponovili smo tudi dodatno testiranje za
vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Razred¢ine s koncentracijami od 128
pg/mL do 0,5 pg/mL smo precepili na nove plos¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali

bakterijsko rast, zato da smo MBK ponovno ovrednotili kot vecji od 128 pg/mL.

Ker smo pri 2. in 3. testu dolo¢ili razli¢en MIK, smo testiranje ponovili Se tretji¢ (4. test)
Bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16
pg/mL, 8 pg/mL, 4 ug/mL in 2 pg/mL, zato smo MIK tokrat spet ovrednotili kot 2 ug/mlL.
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Ponovili smo tudi dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC 29213.
Razredcine s koncentracijami od 128 pg/mL do 1 pg/mL smo precepili na nove plos¢e KA
in po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato da smo MBK ponovno ovrednotili

kot vecji od 128 pg/mL.

Izkazalo se je, da smo spojini TT-114 v treh testiranjih doloc¢ili dva razlicna MIK-a: enkrat
0,5 pg/mL (2. test) in dvakrat 2 pg/mL (3. test, 4. test). Do tega bi lahko prislo, ker so bile
razred¢ine spojine v Casu med izvajanjem posameznih testov zamrznjene in bi spojina
medtem lahko izgubljala ulinkovitost. Mozno pa je tudi, da je med izvajanjem
antibiograma prislo do kaksne napake. Ker ne moremo zagotovo vedeti, zakaj je prislo do
teh odstopanj, smo kon¢ni MIK na sevu S. aureus ATCC 29213 ovrednotili kot vrednost

med 0,5 pg/mL in 2 pg/mL.

Zaradi dobrega ucinka spojine TT-114 na sev S. aureus ATCC 29213 smo z metodo
makrodilucijskega antibiograma v MHB vrednotili $e njeno ucinkovitost v vseh Stirinajstih
koncentracijah na dodatnem sevu MRSA. Po inkubaciji bakterijske rasti nismo zaznali pri
koncentracijah 128 pg/mL, 64 pg/mL in 32 pg/mL, zato smo MIK ovrednotili kot 32
pg/mkL (Slika 21).

128 pg/mL 32 pg/mL | 8 pg/mL
MIK

2 pg/mL 0,5 pg/mL 0,125 pg/mL}

64 pg/mL 16 pg/mL 4 pg/mL 1 pg/mL 0,25 pg/mL 0,063 pg/mL

Slika 21: Razredc¢ine spojine TT-114 z vidnim MIK-om 32 pg/mL na sevu MRSA.

Izvedli smo Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu MRSA. Razred¢ine s

koncentracijami od 128 pug/mL do 16 pg/mL smo precepili na nove plos¢e KA in po
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inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot ve¢ji od 128

pg/mL.

Kontrola metode: M

Metoda dilucijskega antibiograma v agarju

Ker je spojina TT-114 pokazala dober ucinek na sev S. aureus ATCC 29213, ucinek pa je
imela tudi na sev MRSA, smo z metodo dilucijskega antibiograma v agarju vrednotili
njeno ucinkovitost Se na dveh dodatnih G sevih, S. pneumoniae ATCC 49619 in S.
pyogenes ATCC 19615 v dvojniku (1. test, 2. test). Pri sevu S. pyogenes ATCC 19615 smo
na mestu nanosa inokuluma pri vseh §tirih koncentracijah zaznali bakterijsko rast, zato smo
MBK obakrat ovrednotili kot ve¢ji od 128 ug/mL. Pri sevu S. pneumoniae ATCC 49619 na
mestu nanosa inokuluma nismo zaznali bakterijske rasti pri koncentracijah 128 pg/mL in

64 pg/mL, zato smo MBK obakrat ovrednotili kot 64 pg/mL.

Kontrola metode

% Kontrola ustreznosti metode s pozitivno in negativno kontrolo:
% Precepljanje bakterijskega inokuluma na nove plosée KA: ¥
% Inkubacija bakterijskega inokuluma: I
¢ Opazovanje inkubiranih inokuliranih ploS¢ trdnega agar-dilucijskega gojiS¢a z

vgrajeno spojino TT-114: Test na S. pneumoniae ATCC 49619: I

Test na S. pyogenes ATCC 19615:

Ob primerjavi bakterijskih kolonij s kolonijami iz primarnih delovnih kultur smo zaznali
neskladje, saj okoli kolonij nismo opazili pasu beta hemolize (prozornega pasu zaradi
popolne lize eritrocitov). Ker smo sklepali, da zrastle kolonije niso kolonije seva S.
pyogenes ATCC 19615 in da je prislo do kontaminacije s kak$Snim drugim sevom, smo
zrastle kolonije iz vseh Stirih trdnih agar-dilucijskih gojis¢ s koncentracijami spojine TT-
114 od 128 pg/mL do 16 pg/mL precepili na nove plos¢e KA. Po inkubaciji smo jih spet
primerjali s kolonijami iz primarnih delovnih kultur in tokrat ugotovili, da se ujemajo.

Tako smo dokazali, da so bile zrastle kolonije res kolonije seva S. pyogenes ATCC 19615.

Ucinkovitost spojine TT-114

Tudi spojina TT-114 je strukturno podobna spojini TT-98, ki deluje kot nekompetitivni

inhibitor ligaz Mur, je pa lipofilnejSa, saj so vse tri hidroksilne skupine na fenilnem obrocu
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zamenjane s fluoro skupinami, kar naj bi izboljSalo njeno prehajanje preko bakterijske
citoplazemske membrane. Testiranja na bakterijskih sevih so pokazala izboljSano
ucinkovitost v primerjavi s spojinama TT-98 in tudi LKV-16. Spojina TT-114 je bila
ucinkovita na S. aureus (MIK je od 0,5 pg/mL do 2 pg/mL, to za spojino TT-114 pomeni
od 1,8§ uM do 7,3 puM, kar so koncentracije, podobne MIK-om klinicno uporabnih
protimikrobnih uc¢inkovin) in tudi na odporni sev MRSA (MIK je 32 pg/mL), spekter
delovanja pa se je razsiril na e eno G bakterijski vrsto, S. pneumoniae (MBK je 64
pg/mL). Ker pa pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur ni pokazala inhibitorne aktivnosti,
lahko sklepamo, da spojina TT-114 podobno kot spojina LKV-16 ne u¢inkuje kot inhibitor
ligaz Mur, pac pa je za zaviranje bakterijske rasti odgovoren drug mehanizem.

Pred kratkim so bila opravljena protibakterijska testiranja strukturno podobne spojine,
derivata benziliden-4-tiookso-tiazolidin-2-ona, ki ima na fenilnem obroc¢u tri kloro
skupine. Podobno kot spojina TT-114 je pokazala dobro protimikrobno ucinkovitost na S.
aureus (MIK je 4 ug/mL), pa tudi na E. faecalis in Bacillus subtilis (MIK je 2 pg/mL) (55).
To nakazuje, da uvedba treh halogenskih skupin na fenilni obro¢ pomembno vpliva na

protimikrobno ucinkovitost spojine.

4.3.5 Spojina LKV-04

Preglednica XI: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine LKV-04.

Koncentracija spojine LKV-04 [pug/mL]

Standardni sev

128
64
32
16

8
4
2
1

e
s

0,25
0,125
0,063
0,031
0,016
MIK

[ng/mL]
MBK
pg/mL

S. aureus ATCC 29213 -

+
+
+
)
oo

Precepitev na KA s |V >128
E feecalisATCC29212 |- [+ [ ]+] Loos [
Precepitev na KA s |V >128
Ecoliatcc2so2a | N N | NEIECT
Precepitev na KA v >128
P.aeruginosa ATCC27853 |-+ [ + [+ | + | Lozs [
Precepitev na KA v v >128
LT NS T D U S N T N N N A S P
Precepitev na KA s | Y >128
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Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini LKV-04 smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB najprej vrednotili
inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevu E. coli ATCC 25922 pri vseh $tirih
razred¢inah spojine, zato smo MIK in MBK na sevu E. coli ATCC 25922 ovrednotili kot
veja od 128 pg/mL. Pri sevu P. aeruginosa ATCC 27853 pri koncentraciji 128 pg/mL
motnost gojiSca ni bila dobro vidna. Po precepitvi rezred¢in s koncentracijama 128 pg/mL
in 64 pg/mL smo tudi na sevu P. aeruginosa ATCC 27853 MIK in MBK ovrednotili kot
vecja od 128 pg/mL.

Pri sevih S. aureus ATCC 29213 in E. faecalis ATCC 29212 pri koncentraciji 128 pg/mL
bakterijske rasti nismo zaznali, zato smo MIK na teh dveh sevih ovrednotili kot 128
pg/mL. Izvedli smo Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevih S. aureus ATCC
29213 in E. faecalis ATCC 29212. Razredcini s koncentracijama 128 pg/mL in 64 ug/mL
smo precepili na novi plos¢i KA in po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo

MBK na obeh sevih ovrednotili kot vec¢ja od 128 pg/mL.

Zaradi ucinka spojine LKV-04 na sev S. aureus ATCC 29213 smo z metodo
makrodilucijskega antibiograma v MHB vrednotili $e njeno ucinkovitost v vseh Stirinajstih
koncentracijah na dodatnem sevu MRSA. Po inkubaciji bakterijske rasti nismo zaznali pri
koncentraciji 128 pg/mL, zato smo MIK ovrednotili kot 128 pg/mL. Izvedli smo Se
dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu MRSA. Razred¢ini s koncentracijama 128
pg/mL in 64 pg/mL smo precepili na novi plos¢i KA in po inkubaciji na obeh zaznali

bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot ve¢ji od 128 pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine LKV-04

Spojina LKV-04 ima NH-skupino rodanina (2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona) substituirano s
karboksimetilensko skupino. Testiranjih na izoliranih ligazah Mur so pokazala dobro
inhibitorno aktivnost spojine (RA MurD pri koncentraciji 100 uM je 54%, ICsp na MurE
jel9 uM, ICsp na MurF je 6 uM), testiranja na bakterijskih sevih pa niso v celoti potrdila
udinkovitosti spojine. Spojina je sicer pokazala u¢inek na vseh testiranih G* bakterijskih
sevih (S. aureus, odporni sev MRSA, E. faecalis), vendar v zelo visokih koncentracijah

(MIK je 128 pg/mL). Ker je spojina zaradi treh hidroksilnih skupin na fenilnem obrocu
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precej hidrofilna, smo sklepali, da ne more prehajati preko bakterijske citoplazemske
membrane in smo testiranje zato izvedli Se na dveh lipofilnejSih derivatih (spojini LKV-02

in LKV-05).

4.3.6 Spojini LKV-02 in LKV-05

Spojini LKV-02 in LKV-05 sta strukturno podobni spojini LKV-04, sta pa lipofilnejsi, saj
imata na fenilnem obrocu namesto treh hidroksilnih skupin tri metoksi skupine (spojina
LKV-02) oziroma tri fluoro skupine (spojina LKV-05), kar naj bi izboljsalo njuno
prehajanje preko bakterijske citoplazemske membrane. Vendar pa spojini nista pokazali ne
inhibitorne aktivnosti na izoliranih ligazah Mur, ne protimikrobne ucinkovitosti na

bakterijskih sevih.

4.3.7 UCinkovitost derivatov benziliden rodanina (benziliden-2-
tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona)

V skladu z ucinkovitostjo doslej znanih benziliden rodaninskih derivatov (derivatov

benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona) so tudi pri naSih testiranjih derivati benziliden

rodanina pokazali najboljSo protimikrobno u¢inkovitost med vsemi testiranimi strukturnimi

skupinami (10).

Po ucinkovitosti zelo izstopata spojini LKV-16 in TT-114, ki sta na S. aureus dosegli MIK
v klini¢éno pomembnih koncentracijah (MIK LKV-16 je 8 pg/mL, kar pomeni 25,7 uM in
MIK TT-114 je od 0,5 do 2 pg/mL, kar pomeni od 1,8 uM do 7,3 uM), kar daje odli¢no
izto€nico za nadaljne raziskave, pokazali pa sta tudi u¢inek na odporni sev MRSA (MIK
LKV-16 je 128 pg/mL ali nizji, MIK TT-114 je 32 pg/mL) in TT-114 na sev S.
pneumoniae (MIK je 64 ug/mL). Vendar pa glede na strukturno podobnost spojin LKV-16
in TT-114 in glede na to, da pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur nista pokazali
inhibitorne aktivnosti, lahko sklepamo, da spojini ne ucinkujeta kot inhibitorja ligaz Mur,

pac pa je za zaviranje bakterijske rasti odgovoren drug mehanizem.

Zanimivi bi bili tudi nadaljni testi na spojini TT-98, ki je edina od benziliden rodaninskih
derivatov (derivatov benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona) pokazala ucinek na G’

bakterijo P. aeruginosa, in to celo baktericiden (MBK je 128 pg/mL).

58



V strukturni skupini benziliden rodaninov (benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-onov) s

prosto NH-skupino rodanina lahko opazimo, da vecanje lipofilnosti vpliva na izboljSanje

protimikrobne ucinkovitosti, saj se je u€inkovitost spojine vecala z zamenjavo hidroksilnih

skupin na fenilnem obroc¢u z metoksi skupinami in nadalje s fluoro skupinami.

4.4 DERIVATI BENZILIDEN-1,3-TIAZOLIDIN-2,4-DIONA

Preglednica XII: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti derivatov benziliden-1,3-
tiazolidin-2,4-diona.

STANDARDNI SEV
MIK in MBK S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa MRSA
[ug/mL] ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853
TT-107
i MIK 128 >128 >128 >128
A T R R S S
o e MBK >128 >128 >128 >128
LKV-14
e MIK >128 >128 >128 >128
¥ B N O P R
e T SJ\\O MBK >128 >128 >128 >128
TT-113
i MIK 32 >128 >128 >128 64
B N gy X X
F F ST<O MBK >128 >128 >128 >128 >128

4.4.1 Spojina TT-107

Preglednica XIII: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine TT-107.

Koncentracija spojine TT-107 [ug/mL]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [ug/mL] |
S:aureus ATCC29213 | B . N B S IO Y N 2. S S
Precepitev na KA v v v >128 |
E. faecalisATCC29212 | | S L s
Precepitev na KA v v >128 |
EBoeoliaTcC25922 k] A SRR ISR U XS I
Precepitev na KA v >128 |
P aeruginosa ATCC 27853 | - ol s
Precepitev na KA v v >128 |

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini TT-107 smo vrednotili u€inkovitost v Stirth najvi§jih koncentracijah na Stirih

standardnih bakterijskih sevih. Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevu E. coli

ATCC 25922 pri vseh §tirih razred¢inah spojine, zato smo MIK in MBK na sevu E. coli
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ATCC 25922 ovrednotili kot vecja od 128 ug/mL. Pri sevih E. faecalis ATCC 29212 in P.
aeruginosa ATCC 27853 pri koncentraciji 128 pg/mL motnost goji$¢a ni bila dobro vidna,
vendar je pri sevu E. faecalis ATCC 29212 do tega najbrz prislo zato, ker so kolonije E.
faecalis v suspenziji zelo majhne. Po precepitvi rezred¢in s koncentracijama 128 pg/mL in
64 ug/mL smo tudi na sevih E. faecalis ATCC 29212 in P. aeruginosa ATCC 27853 MIK
in MBK ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 pri koncentraciji 128 pg/mL bakterijske rasti nismo
zaznali, pri koncentraciji 64 pg/mL pa motnost gojis¢a ni bila dobro vidna. Po precepitvi
rezred¢in s koncentracijami od 128 pg/mL do 32 pug/mL smo MIK ovrednotili kot 128
pg/mL. Izvedli smo Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC
29213. Razredc¢ine s koncentracijami od 128 pg/mL do 32 pg/mL smo precepili na nove
plosce KA in po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot

vecji od 128 pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine TT-107

Spojina TT-107 je pri testiranjih na izoliranih encimih pokazala odli¢no inhibitorno
aktivnost na vse §tiri ligaze Mur (pri koncentraciji 100 uM je RA MurC 15% in RA MurD
16,5%, 1Cso na MurE je 2,7 uM, ICso na MurF je 4 uM), testiranje na bakterijskih sevih pa
njene ucinkovitosti ni v celoti potrdilo. Spojina je ucinek je pokazala le na S. aureus, pa Se
to v zelo visoki koncentraciji (MIK je 128 pg/mL). Ker je spojina zaradi treh hidroksilnih
skupin na fenilnem obro¢u precej hidrofilna, smo sklepali, da ne more prehajati preko
bakterijske citoplazemske membrane in smo testiranje zato izvedli Se na dveh lipofilnejSih

derivatih (spojini LKV-14 in TT-113).

4.4.2 Spojina LKV-14

Spojina LKV-14 je strukturno podobna spojini TT-107, je pa lipofilnejSa, saj ima na
fenilnem obroc¢u namesto treh hidroksilnih tri metoksi skupine, kar naj bi izboljSalo njeno
prehajanje preko bakterijske citoplazemske membrane. Vendar pa spojina ni pokazala ne
inhibitorne aktivnosti na izoliranih ligazah Mur, ne protimikrobne ucinkovitosti na
bakterijskih sevih. Zanimivo pa je, da je strukturni analog spojine LKV-14, spojina LKV-

16, ki ima namesto 1,3-tiazolidin-2,4-dionskega rodaninski obroc¢ (2-tiookso-1,3-tiazolidin-
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4-on), pokazala zelo dobro protimikrobno ucinkovitost, kar nakazuje, da je za

protimikrobni u¢inek pomembna tiookso skupina.

4.4.3 Spojina TT-113

Preglednica XIV: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine TT-113.

Koncentracija spojine TT-113 [ug/mL

Standardni sev R ¢ | © | wlw Q8= 2 M 'é] e ’é]
S R el Bl I I Bl I R D= A A i A
S.aureus ATCC29213 | sl 32
I fest Precepitev na KA ERRE R >128

S. aureus ATCC 29213 -l - - ]+ [ 32
2. test PrecepitevynaKA = | w |[w|[w|Vv] >128
Efaecalisatcc29212 |+ |+ [+ ]+ [>128 |
Precepitev na KA v >128
E.coliATCC25922 | R N O [28 ]
Precepitev na KA v >128
Paeruginosa ATCC27853 | + [+ [+ [+ [28 ]
Precepitev na KA v >128
MRsA | S I O N N N N M N M N A A B
Precepitev na KA o | V|V >128

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini TT-113 smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB najprej vrednotili
inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih E. faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC
25922 in P. aeruginosa ATCC 27853 pri vseh $tirih razred¢inah spojine, zato smo MIK in
MBK na teh sevih ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 pri 1. testu pri koncentracijah 128 pg/mL, 64 pg/mL in 32
pg/mL bakterijske rasti nismo zaznali, zato smo MIK ovrednotili kot 32 pg/mL. Izvedli
smo Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Vse
razred¢ine smo precepili na nove plos¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko
rast, zato smo MBK ovrednotili kot ve¢ji od 128 pg/mL. Ker smo na sevu S. aureus ATCC
29213 testirali le Stiri najviSje koncentracije spojine TT-113, dolocili pa smo MIK 32

pug/mL, smo za potrditev rezultata testiranje ponovili (2. test) in dobili enake rezultate.

Zaradi ucinka spojine TT-113 na sev S. aureus ATCC 29213 smo z metodo

makrodilucijskega antibiograma v MHB vrednotili $e njeno u¢inkovitost v vseh Stirinajstih
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koncentracijah na dodatnem sevu MRSA. Po inkubaciji bakterijske rasti nismo zaznali pri
koncentracijah 128 pg/mL in 64 pg/mL, zato smo MIK ovrednotili kot 64 pg/mL. Izvedli
smo Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu MRSA. RazredCine s
koncentracijami od 128 pug/mL do 32 pg/mL smo precepili na nove plos¢e KA in po
inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot ve¢ji od 128

pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine TT-113

Tudi spojina TT-113 je strukturno podobna spojini TT-107, je pa lipofilnejsa, saj so vse tri
hidroksilne skupine na fenilnem obro¢u zamenjane s fluoro skupinami, kar naj bi izboljSalo
njeno prehajanje preko bakterijske citoplazemske membrane. Spojina na izoliranih ligazah
Mur ni pokazala inhibitorne aktivnosti, nasprotno kot v primeru spojine LKV-114 pa je v
visokih koncentracijah pokazala protimikrobno ucinkovitost na S. aureus (MIK je 32
pg/mL) in tudi na odporni sev MRSA (MIK je 64 pg/mL), iz ¢esar lahko sklepamo, da
spojina TT-113 ne ucinkuje kot inhibitor ligaz Mur, pac pa je za zaviranje bakterijske rasti
odgovoren drug mehanizem. Zanimivo pa je, da je strukturni analog spojine TT-113,
spojina TT-114, ki ima namesto 1,3-tiazolidin-2,4-dionskega rodaninski obro¢ (2-tiookso-
1,3-tiazolidin-4-on), pokazala precej boljSo protimikrobno u¢inkovitost, kar podobno kot v
primeru spojin LKV-14 in LKV-16 nakazuje, da je za protimikrobni u¢inek pomembna

tiookso skupina.

4.4.4 Ucinkovitost derivatov benziliden-1,3-tiazolidin-2,4-diona

Med vsemi testiranimi derivati benziliden-1,3-tiazolidin-2,4-diona je bila najucinkovitejSa
spojina TT-113, ki je na sevu S. aureus dosegla MIK 32 pg/mL, na odpornem sevu MRSA
pa MIK 64 pg/mL, kar pa so previsoke koncentracije za potencialno klinicno uporabnost.
Vendar pa glede na to, da pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur ni pokazala inhibitorne
aktivnosti, lahko sklepamo, da spojina ne ucinkuje kot inhibitor ligaz Mur, pa¢ pa je za

zaviranje bakterijske rasti odgovoren drug mehanizem.

V strukturni skupini benziliden-1,3-tiazolidin-2,4-dionov lahko opazimo ucinek zamenjave
tiookso skupine pri derivatih benziliden rodanina (2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona) z okso

skupino, saj imajo derivati s tiookso skupino boljSo protimikrobno u¢inkovitost.
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4.5 DERIVATI BENZILIDEN BARBITURNE KISLINE
(benziliden-2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-triona) IN
BENZILIDEN TIOBARBITURNE KISLINE (benziliden-2-
tiookso-4,6(1H,5H)-pirimidin-diona)

Preglednica XV: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti derivatov benziliden barbiturne
kisline (benziliden-2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-triona) in benziliden tiobarbiturne
kisline (benziliden-2-tiookso-4,6(1H,5H)-pirimidin-diona).

STANDARDNI SEV
MIK in MBK S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa MRSA
[pug/mL] ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853
KNZ-152
. 9 MIK >128 >128 >128 >128
A e T o T o T e
R T MBK >128 >128 >128 >128
KNZ-153b
F o MIK 32-64 >128 >128 >128 128
Fm:t/&o MBK >128 >128 >128 >128 >128
KNZ-158b
M MIK 64 >128 >128 128 128
Ho ° :/&S MBK >128 >128 >128 >128 >128
KNZ-156
. i MIK >128 >128 >128 >128
B T e A B
bey " MBK >128 >128 >128 >128

4.5.1 Spojina KNZ-152

Spojina KNZ-152 na izoliranih ligazah Mur ni bila testirana, testiranja na bakterijskih

sevih pa so pokazala, da nima protibakterijske uc¢inkovitosti. Zanimivo pa je, da je njen

strukturni analog, spojina LKV-16, ki ima v strukturi namesto barbiturne kisline

(2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-triona)

rodaninski

obro¢

(2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-on),

pokazala zelo dobro protimikrobno ucinkovitost. To nakazuje, da je za protibakterijsko

ucinkovitost pomemben rodaninski obroc.
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4.5.2 Spojina KNZ-153b

Preglednica XVI: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine KNZ-153b.

Koncentracija spojine KNZ-153b [ug/mL]

. w| 0| | =| e = e

Standardni sev § - I I B CR B PSR [ o E" § § E“ E g;«ﬂ E §

_S.aureus ATCC29213 | T e 32
1. test Precepitev na KA 0 | s | s |V >128 |
_S.aureus ATCC29213 | o O e e U . S I
2. test Precepitev na KA s | | V|V >128 |
_E.faecalis ATCC 29212 | w0 I o R I 128 |
Precepitev na KA vV >128 |
EooliATCC25920 N+ e [l L >128 |
Precepitev na KA v >128 |
Paeruginosa ATCC27853 |+ | + [+ [« L 2128 |
Precepitev na KA v >128 |
MRSA SO A U A N N N M S N 2 A
Precepitev na KA vV >128 |

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini KNZ-153b smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB najprej
sevih. Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih E. coli ATCC 25922 in P.
aeruginosa ATCC 27853 pri vseh §tirih razred¢inah spojine, zato smo MIK in MBK na teh
dveh sevih ovrednotili kot vecja od 128 pg/mL. Pri sevu E. faecalis ATCC 29212 pri
koncentraciji 128 pg/mL motnost gojisca ni bila dobro vidna, vendar je do tega najbrz
prislo zato, ker so kolonije E. faecalis v suspenziji zelo majhne. Po precepitvi rezred¢in s
koncentracijama 128 pg/mL in 64 pg/mL smo tudi na sevu E. faecalis ATCC 29212 MIK
in MBK ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 pri 1. testu pri koncentracijah 128 pg/mL, 64 pg/mL in 32
ug/mL bakterijske rasti nismo zaznali, zato smo MIK ovrednotili kot 32 pug/mL. Izvedli
smo Se dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Vse
razred¢ine smo precepili na nove plosc¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko

rast, zato smo MBK ovrednotili kot vecji od 128 pg/mL.

Ker smo na sevu S. aureus ATCC 29213 testirali le Stiri najvi§je koncentracije spojine
KNZ-153b, dolo¢ili pa smo MIK 32 pg/mL, smo za potrditev rezultata testiranje ponovili
(2. test). Bakterijske rasti nismo zaznali pri koncentracijah 128 pg/mL in 64 pg/mL, zato
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smo tokrat MIK ovrednotili kot 64 pg/ml, koncni MIK pa kot vrednost med 32 pg/ml in 64
pg/ml. Ponovili smo tudi dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC
29213. Vse razred¢ine smo precepili na nove plos¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali

bakterijsko rast, zato smo MBK ponovno ovrednotili kot vecji od 128 pg/mL.

Zaradi ucinka spojine KNZ-153b na sev S. aureus ATCC 29213 smo z metodo
makrodilucijskega antibiograma v MHB vrednotili $e njeno u¢inkovitost v vseh Stirinajstih
koncentracijah na dodatnem sevu MRSA. Po inkubaciji bakterijske rasti nismo zaznali pri
koncentraciji 128 pg/mL, zato smo MIK ovrednotili kot 128 pg/mL. Izvedli smo Se
dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu MRSA. Razred¢ini s koncentracijama 128
pg/mL in 64 pg/mL smo precepili na novi plos¢i KA in po inkubaciji na obeh zaznali

bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot vec¢ji od 128 pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucdinkovitost spojine

Spojina KNZ-153b je strukturno podobna spojini KNZ-152. Testiranja na bakterijskih
sevih so pokazala, da v nasprotju s spojino KNZ-152 v visokih koncentracijah u¢inkuje na
S. aureus (MIK je od 32 do 64 ug/mL) in tudi na odporni sev MRSA (MIK je 128 pg/mL),
ker pa na izoliranih ligazah Mur ni bila testirana, obstaja moznost, da spojina KNZ-153b
ne ucinkuje kot inhibitor ligaz Mur, pac pa je za zaviranje bakterijske rasti odgovoren drug
mehanizem. Zanimivo pa je, da je njen strukturni analog, spojina TT-114, ki ima v
strukturi namesto barbiturne kisline (2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-triona) rodaninski obro¢
(2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-on), pokazala boljSo protimikrobno ucinkovitost. To podobno
kot v primeru spojin KNZ-152 in LKV-16 nakazuje, da je za protibakterijsko u¢inkovitost

pomemben rodaninski obroc.
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4.5.3 Spojina KNZ-158b

Preglednica XVII: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine KNZ-158b.

Koncentracija spojine KNZ-158b [ug/mL]
Standardni sev R 4| | @ | wlw S| 8| =] 2| X g e g
RIS S =TI TS| 2|52 S| 2|Ee |52
S.aureus ATCC29213 | S I e e AR S 64 .
Precepitev na KA o | V|V >128
EfeecalisATCC29212 I+ [+ [+ ]+ L 2128 |
Precepitev na KA v v >128
EcoliATCC25922 .l S I B 1 2128 [
Precepitev na KA v >128
P. aeruginosa ATCC27853 || S N I R — 12 |
Precepitev na KA v >128
MRSA ) el al el el sl el el e e s [
Precepitev na KA v >128

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini KNZ-158b smo z metodo makrodilucijskega antibiograma v MHB najprej
vrednotili u€inkovitost v Stirih najvisjih koncentracijah na $tirih standardnih bakterijskih
sevih. Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevu E. coli ATCC 25922 pri vseh
Stirih razred¢inah spojine, zato smo MIK in MBK na sevu E. coli ATCC 25922 ovrednotili
kot ve¢ja od 128 pg/mL. Pri sevu E. faecalis ATCC 29212 pri koncentraciji 128 pg/mL
motnost gojis¢a ni bila dobro vidna, vendar je do tega najbrz prislo zato, ker so kolonije E.
faecalis v suspenziji zelo majhne. Po precepitvi rezredin s koncentracijama 128 pg/mL in
64 pg/mL smo tudi na sevu E. faecalis ATCC 29212 MIK in MBK ovrednotili kot ve¢ja
od 128 pg/mL.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 pri koncentracijah 128 pg/mL in 64 pg/mL bakterijske
rasti nismo zaznali, zato smo MIK ovrednotili kot 128 pg/mL. Izvedli smo $e dodatno
testiranje za vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. RazredCine s
koncentracijami od 128 pg/mL do 32 pg/mL, smo precepili na nove plos¢e KA in po
inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot vec¢ji od 128

pg/mL.

Pri sevu P. aeruginosa ATCC 27853 pri koncentraciji 128 ug/mL bakterijske rasti nismo
zaznali, zato smo MIK ovrednotili kot 128 pg/mL. Izvedli smo Se dodatno testiranje za

vrednotenje MBK na sevu P. aeruginosa ATCC 27853. Razred¢ini s koncentracijama 128
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pg/mL in 64 pg/mL smo precepili na novi plos¢i KA in po inkubaciji na obeh zaznali

bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot vec¢ji od 128 pg/mL.

Zaradi ucinka spojine KNZ-158b na sev S. aureus ATCC 29213 smo z metodo
makrodilucijskega antibiograma v MHB vrednotili $e njeno ucinkovitost v vseh Stirinajstih
koncentracijah na dodatnem sevu MRSA. Po inkubaciji bakterijske rasti nismo zaznali pri
koncentraciji 128 pg/mL, zato smo MIK ovrednotili kot 128 pg/mL. Izvedli smo Se
dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevu MRSA. Razredcini s koncentracijama 128
pg/mL in 64 pg/mL smo precepili na novi plos¢i KA in po inkubaciji na obeh zaznali

bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot vec¢ji od 128 pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine KNZ-158b

Testiranja na bakterijskih sevih so pokazala, da spojina KNZ-158b ucinkuje na S. aureus
(MIK je 64 pg/mL), tudi na odporni sev MRSA (MIK je 128 pg/mL) in na P. aeruginosa
(MIK je 128 upg/mL). Te koncentracije so sicer previsoke za potencialno klini¢no
uporabnost, vendar pa je bila spojina KNZ-158b ena izmed dveh testiranih (poleg spojine
DVR-74), ki je pokazala uéinek tako na G (S. aureus, MRSA), kot na G (P. aeruginosa)
bakterije. Ker pa pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur ni pokazala inhibitorne aktivnosti,
lahko sklepamo, da spojina KNZ-158b ne ucinkuje kot inhibitor ligaz Mur, pac pa je za
zaviranje bakterijske rasti odgovoren drug mehanizem. Zanimivo pa je, da je strukturni
analog spojine, spojina TT-98, ki ima v strukturi namesto tiobarbiturne kisline (2-tiookso-
4,6(1H,5H)-pirimidin-diona) rodaninski obro¢ (2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-on), pokazala
odli¢no inhibitorno aktivnost na ligaze Mur in tudi Sibko protimikrobno ucinkovitost. To

nakazuje, da je za protibakterijsko uc¢inkovitost pomemben rodaninski obro¢.

4.5.4 Spojina KNZ-156

Spojina KNZ-156 je strukturno podobna spojini KNZ-158b. Na izoliranih ligazah Mur ni
bila testirana, testiranja na bakterijskih sevih pa so pokazala, da nima protimikrobne
ucinkovitosti. Zanimivo pa je, da tudi njen strukturni analog, spojina KNZ-152, ki ima v
strukturi namesto tiobarbiturne kisline (2-tiookso-4,6(1H,5H)-pirimidin-diona) barbiturno
kislino (2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-trion), ni pokazala protimikrobnega ucinka, medtem

ko je strukturni analog z rodaninskim obrocem (2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-onom), spojina
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LKV-16, pokazala zelo dobro protimikrobno uc¢inkovitost. To podobno kot v primeru
spojin KNZ-152 in LKV-16 ter spojin KNZ-158b in TT-98 nakazuje, da je za

protibakterijsko uc¢inkovitost pomemben rodaninski obroc.

4.5.5 UCinkovitost derivatov benziliden barbiturne Kkisline
(benziliden-2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-triona) in benziliden
tiobarbiturne kisline (benziliden-2-tiookso-4,6(1H,5H)-
pirimidin-diona)

Med vsemi testiranimi derivati benziliden barbiturne kisline (benziliden-2,4,6(1H,3H,5H)-
pirimidin-triona) in benziliden tiobarbiturne kisline (benziliden-2-tiookso-4,6(1H,5H)-
pirimidin-diona) je bila najucinkovitejSa spojina KNZ-158b, vendar ne toliko v smislu
ucinkovitosti v dovolj nizkih koncentracijah (MIK na S. aureus je 64 pg/mL, MIK na
MRSA in P. aeruginosa je 128 pg/mL), pa¢ pa v smislu spektra delovanja, saj je poleg
spojine DVR-74 edina pokazala protimikrobno uginkovitost tako na G* kot tudi na G’
bakterijske seve. Vendar pa glede na to, da pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur ni
pokazala inhibitorne aktivnosti, lahko sklepamo, da spojina ne uc¢inkuje kot inhibitor ligaz

Mur, pac pa je za zaviranje bakterijske rasti odgovoren drug mehanizem.

V strukturni skupini benziliden barbiturnih kislin (benziliden-2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-
trionov) oziroma benziliden tiobarbiturnih kislin (benziliden-2-tiookso-4,6(1H,5H)-
pirimidin-dionov) lahko opazimo ucinek zamenjave rodaninskega obroca (2-tiookso-1,3-
tiazolidin-4-ona) z barbiturno oziroma tiobarbiturno kislino, saj imajo derivati z

rodaninskim obroc¢em boljSo protimikrobno ucinkovitost.
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4.6 DERIVATI 2H-1,4-BENZOKSAZIN-3(4H)-ONA

Preglednica XVIII: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti derivatov 2H-1,4-
benzoksazin-3(4H)-ona.

STANDARDNI SEV
MIK in MBK S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
[ug/mL] ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853
1 | KNZ-64b
j?ojys MIK 32 32 >128 >128
k@ MBK >128 >128 >128 >128
2 | KNZ-66-2
S‘SYS MIK 32 >128 >128 >128
NK@ MBK >128 >128 >128 >128

4.6.1 Spojina KNZ-64b

Preglednica XIX: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine KNZ-64b.

. Koncentracija spojine KNZ-64b [pug/mL]
Standardni sev 128 64 32 16 MIK [pig/mL] | MBK [pg/mL] |
S.aureus ATCC29213 | -+ - - + 32
I test PrecepitevnaKA | w | YTV T V2R I S8 1
S.aureus ATCC29213 | -+ - - + 32
2. test PrecepitevnaKA | w | VA A V2R I S8 1
_E. faecalis ATCC 29212 | -+ - - + 32
I test PrecepitevnaKA | w | w | YT VOO T TTTTTTTTT T, S8 |
_E. faecalis ATCC 29212 | -+ - - + 32
2. test PrecepitetvnaKA | w | | VR AR I S8 1
E.coliATCC25922 | . R D R R ol R IR =128
Precepitev na KA v >128 ]
P.aeruginosa ATCC 27853 | L KN IR DR R R
Precepitev na KA v >128 ]

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

ey

standardnih bakterijskih sevih. Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih E. coli

ATCC 25922 in P. aeruginosa ATCC 27853 pri vseh $tirih razred¢inah spojine, zato smo
MIK in MBK na teh dveh sevih ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Pri 1. testu na sevih S. aureus ATCC 29213 in E. faecalis ATCC 29212 pri koncentraciji

128 pg/mL motnost gojisca ni bila dobro vidna, vendar je mozno, da je do tega prislo
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ey

64 pug/mL in 32 pg/mL pa bakterijske rasti nismo zaznali. Taksni rezultati so bili sicer
nekoliko nejasni, vseeno pa smo po precepitvi vseh §tirih razred¢in MIK na sevih S. aureus
ATCC 29213 in E. faecalis ATCC 29212 ovrednotili kot 32 ug/mL. Izvedli smo Se
dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevih S. aureus ATCC 29213 in E. faecalis
ATCC 29212. Vse razred¢ine smo precepili na nove plos¢e KA in po inkubaciji na vseh

zaznali bakterijsko rast, zato smo MBK na obeh sevih ovrednotili kot vec¢ji od 128 pg/mL.

Zaradi nejasnih rezultatov smo testiranje na sevih S. aureus ATCC 29213 in E. faecalis

ATCC 29212 ponovili (2. test), vendar smo dobili enake rezultate.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine KNZ-64b

Pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur je spojina KNZ-64b pokazala inhibitorno aktivnost
(pri koncentraciji 100 uM je RA MurD 36,8% in RA MurE 79,6%), vendar je bila "dose-
response" krivulja zelo strma, Hillov koeficient pa je bil 2,4, kar nakazuje na
promiskuitetno oziroma nespecifi¢no inhibicijo (56, 57). Testiranja spojine na bakterijskih
sevih so pokazala uéinkovitost na G* bakterijska seva S. aureus in E. faecalis (MIK na

obeh sevih je 32 ug/mL).

4.6.2 Spojina KNZ-66-2

Preglednica XX: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine KNZ-66-2.

Koncentracija spojine KNZ-66-2 [pg/mL]
Standardni sev o 4| «| o BRI IR I = = 2
ol Bl el B - = R I
S.aureus ATCC29213 | - | - | - | f |- |+ |+l + [+ ]+ ][+]+]+] . 32 |
Precepitev na KA s s |V VIV Y >128
E faecalis ATCC29212 |-+ ]+ |+ ]+ [ =128 |
Precepitev na KA v v >128
E.coliaTCC25922 | NN [ =128 |
Precepitev na KA v >128
P.aeruginosa ATCC27853 | NN [ =128 |
Precepitev na KA v >128
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Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

Spojini KNZ-66-2 smo vrednotili u¢inkovitost na treh standardnih bakterijskih sevih (E.
faecalis ATCC 29212, E. coli ATCC 25922 in P. aeruginosa ATCC 27853) v Stirih
inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih E. coli ATCC 25922 in P. aeruginosa
ATCC 27853 pri vseh S§tirih razred€inah spojine, zato smo MIK in MBK na teh dveh sevih
ovrednotili kot veéja od 128 pg/mL. Pri sevu E. faecalis ATCC 29212 pri koncentraciji
128 pg/mL motnost gojiSca ni bila dobro vidna, vendar je do tega najbrz prislo zato, ker so
kolonije E. faecalis v suspenziji zelo majhne. Po precepitvi rezred¢in s koncentracijama
128 ug/mL in 64 pug/mL smo tudi na sevu E. faecalis ATCC 29212 MIK in MBK
ovrednotili kot vec¢ja od 128 pg/mL.

Pri sevu S. aureus ATCC 29213 pri koncentracijah 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 ug/mL in 8
pg/mL bakterijske rasti nismo zaznali, pri vmesni (16 pg/mL) in nizjih (od 4 pg/mL do
0,016 pg/mL) pa. Po precepitvi razred¢in s koncentracijami od 128 pg/mL do 4 ug/mL
smo MIK ovrednotili kot 32 pg/mL, zaradi nekoliko nejasnih rezultatov pa je mozno, da je
dejanski MIK nizji ali da je prislo med izvedbo antibiograma do kaks$ne napake, naprimer
pri red¢enju osnovne raztopine spojine z MHB. Izvedli smo Se dodatno testiranje za
vrednotenje MBK na sevu S. aureus ATCC 29213. Razred¢ine s koncentracijami od 128
pg/mL do 4 pg/mL smo precepili na nove plos¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali

bakterijsko rast, zato smo MBK ovrednotili kot ve¢ji od 128 pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine KNZ-66-2

Pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur je spojina KNZ-66-2 pokazala inhibitorno
aktivnost (pri koncentraciji 100 uM je RA MurD 35,9% in RA MurE 12,4%), vendar je
bila "dose-response" krivulja zelo strma, Hillov koeficient pa je bil 2,9, kar podobno kot
pri spojini KNZ-64b nakazuje na promiskuitetno oziroma nespecifi¢no inhibicijo (56, 57).
Testiranja spojine na bakterijskih sevih so pokazala u¢inkovitost na S. aureus (MIK je 32
pug/mL), v nasprotju s spojino KNZ-64b pa spojina KNZ-66-2 ni bila ucinkovita na E.
faecalis. 1z tega sklepamo, da zamenjava kloro skupine na fenilnem obrocu pri spojini

KNZ-66-2 s ciano skupino pri spojini KNZ-64b razsiri spekter delovanja.
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4.6.3 UcCinkovitost derivatov 2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-ona

Oba testirana derivata 2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-ona sta pokazala protimikrobni uc¢inek z
MIK vrednostmi 32 pg/mL na G bakterijske seve (S. aureus, spojina KNZ-64b tudi na E.
faecalis). Vendar pa je bila pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur bila pri obeh spojinah
"dose-response" krivulja zelo strma, Hillov koeficient pa je bil ve¢ji od 1. To lahko
nakazuje na promiskuitetno oziroma nespecifi¢no inhibicijo, do katere pogosto pride pri
manjSih molekulah predvsem pri vi§jih koncentracijah zaradi vezave v ve¢ vezavnih mest
na encimu, zaradi tvorbe agregatov ali pa, e koncentracija encima obcutno prekoraci Ky
vrednost inhibitorja (56, 57).

Rezultati testiranj derivatov 2H-1,4-benzoksazin-3(4H)-ona so nakazali tudi moznost
spreminjanja spektra delovanja spojine s spreminjanjem substituentov na fenilnem obrocu,
saj se je z zamenjavo kloro skupine s ciano skupino spekter delovanja iz S. aureus razsirili

Se na E. faecalis.

4.7 DERIVATI ACIL-HIDRAZONOV

Preglednica XXI: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti derivatov acil-hidrazonov.

STANDARDNI SEV
MIK in MBK S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
[pg/mL] ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853
DVR-74
il MIK 64 >128 >128 64
‘ :N NH_ /\&OH _______________________________________________________________________________________________________
° o MBK >128 >128 >128 >128
DVR-102
@Y” r MIK >128 >128 >128 >128
° ﬁF MBK >128 >128 >128 >128
DVR-91
MIK >128 >128 >128 >128
N"H{ NH;N/Q/OCM _______________________________________________________________________________________________________
@ weo O MBK >128 >128 >128 >128
DVR-84
i MIK >128 >128 >128 >128
NH"\{ NH.7 Z i\Z/F _______________________________________________________________________________________________________
@ F MBK >128 >128 >128 >128
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4.7.1 Spojina DVR-74

Preglednica XXII: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine DVR-74.

Standardni sev Koncentracija spojine DVR-74 [ug/mL]

128 64 32 16 MIK [pg/mL] MBK [ng/mL] |
S.aureus ATCC29213 | N S RN A N A R o4
Precepitev na KA v v v >128 |
EfaecalisaTCC29212 |+ | ol SRR ISR ISR T
Precepitev na KA v >128 |
EBooliaTCC25922 | o+ | ol ol s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC 27853 | S DR SR S I o4 | o
Precepitev na KA v v v >128 |

Metoda makrodilucijskega antibiograma v MH bujonu

standardnih bakterijskih sevih. Po inkubaciji smo bakterijsko rast zaznali pri sevih E.
faecalis ATCC 29212 in E. coli ATCC 25922 pri vseh $tirih razred¢inah spojine, zato smo
MIK in MBK na teh dveh sevih ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Pri sevih S. aureus ATCC 29213 in P. aeruginosa ATCC 27853 pri koncentraciji 128
pg/mL motnost gojis€a ni bila dobro vidna, vendar je mozno, da je do tega prislo zaradi
pg/mL pa bakterijske rasti nismo zaznali. Tak$ni rezultati so bili sicer nekoliko nejasni,
vseeno pa smo po precepitvi razred¢in s koncentracijami od 128 pg/mL do 32 pg/mL MIK
na sevih S. aureus ATCC 29213 in P. aeruginosa ATCC 27853 ovrednotili kot 64 pg/mL.
Izvedli smo $e dodatno testiranje za vrednotenje MBK na sevih S. aureus ATCC 29213 in
P. aeruginosa ATCC 27853. Razred¢ine s koncentracijami od 128 pg/mL do 32 pug/mL
smo precepili na nove ploS¢e KA in po inkubaciji na vseh zaznali bakterijsko rast, zato

smo MBK na obeh sevih ovrednotili kot ve¢ja od 128 pg/mL.

Kontrola metode: M

Ucinkovitost spojine DVR-74

Spojina DVR-74 je pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur pokazala dobro inhibitorno
aktivnost (pri koncentraciji 100 uM je RA MurE 14% in RA MurF 21%). Testiranje na
bakterijskih sevih njene ucinkovitosti ni v celoti potrdilo, saj je spojina pokazala u¢inek na

S. aureus in P. aeruginosa le v visokih koncentracijah (MIK na obeh sevih je 64 pg/mL).
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Kljub temu pa je spojina DVR-74 ena izmed dveh testiranih (poleg spojine KNZ-158b), ki
je pokazala ucinek tako na G' (S. aureus) kot na G~ (P. aeruginosa) bakterije. Ker je
spojina zaradi treh hidroksilnih skupin na fenilnem obroc¢u precej hidrofilna, smo sklepali,
da ne more prehajati preko bakterijske citoplazemske membrane in smo testiranje zato

izvedli Se na treh lipofilnejSih derivatih (spojine DVR-102, DVR-91 in DVR-84).

4.7.2 Spojine DVR-102, DVR-91 in DVR-84

Spojine DVR-102, DVR-91 in DVR-84 so strukturno podobne spojini DVR-74, so pa
lipofilnejSe, saj imajo na fenilnem obrocu namesto treh hidroksilnih tri metoksi skupine
(spojina DVR-91) oziroma tri fluoro skupine (spojini DVR-102 in DVR-84), kar naj bi
izboljSalo njihovo prehajanje preko bakterijske citoplazemske membrane. Spojina DVR-84
je pokazala dobro inhibitorno aktivnost na izoliranih ligazah Mur (pri koncentraciji 100
uM je RA MurE 67% in RA MurF 27%), spojini DVR-102 in DVR-91 pa ne. Nobena
izmed spojin ni pokazala protimikrobne u¢inkovitosti na bakterijskih sevih. Zanimivo pa
je, da sta njihova strukturna analoga, spojin LKV-16 in TT-114, ki imata v strukturi
namesto acil-hidrazonske skupine rodaninski obro¢ (2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-on),
pokazali zelo dobro protimikrobno ucinkovitost. To nakazuje, da je za protibakterijsko

ucinkovitost pomemben rodaninski obroc¢.

4.7.3 Ucinkovitost derivatov acil-hidrazonov

Med vsemi testiranimi derivati acil-hidrazonov je bila najucinkovitejSa spojina DVR-74,
vandar ne toliko v smislu u€inkovitosti v dovolj nizkih koncentracijah (MIK na S. aureus
in P. aeruginosa je 64 pg/mL), pa¢ pa v smislu spektra delovanja, saj je poleg spojine
KNZ-158b edina pokazala protimikrobno uéinkovitost tako na G' kot tudi na G’

bakterijske seve.

V strukturni skupini acil-hidrazonov lahko opazimo ucinek zamenjave rodaninskega
obroca (2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona) z acil-hidrazonsko skupino, saj imajo derivati z

acil-hidrazonsko skupino slabso protimikrobno u¢inkovitost.
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4.8 DERIVATI 2(1H)-KINOLINONA

Preglednica XXIII: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti derivatov 2(1H)-kinolinona.

STANDARDNI SEV
MIK in MBK S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
[pg/mL] ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853
TT-77
e Testiranja nismo izvedli.
TT-64
©/:£ MIK >128 >128 >128 >128
QSOM MBK >128 >128 >128 >128

4.8.1 Spojina TT-77

Spojina TT-77 na izoliranih ligazah Mur ni bila testirana, njene protimikrobne

ucinkovitosti pa nismo mogli ovrednotiti, saj se je spojina ob dodatku MHB takoj oborila v

obliki kosmicev, ki se niso vec dali redispergirati, zato izvedba antibiograma z naSo

izbrano metodo ni bila mozna.

4.8.2 Spojina TT-64

Spojina TT-64 ni pokazala ne inhibitorne aktivnosti na izoliranih ligazah Mur, ne

protimikrobne ucinkovitosti na bakterijskih sevih.

4.8.3 Ucinkovitost derivatov 2(1H)-kinolinona

O ucinkovitosti derivatov 2(1H)-kinolinona ne moremo z gotovostjo trditi nicesar, saj smo

testirali le eno spojino iz te strukturne skupine, pa Se ta ni pokazala protibakterijske

ucinkovitosti.
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4.9 DERIVATI TRIAZINA

Preglednica XXIV: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti derivatov triazina.

STANDARDNI SEV
MIK in MBK S. aureus E. faecalis E. coli P. aeruginosa
[pg/mL] ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 25922 ATCC 27853
LKV-36
o MIK >128 >128 >128 >128
C\N(N:\N(NHANH/CP _______________________________________________________________________________________________________
\Cf MBK >128 >128 >128 >128
LKV-42
jk /@ MIK >128 >128 >128 >128
HB HN\WNY NH S s
e ' MBK >128 >128 >128 >128

4.9.1 Spojini LKV-36 in LKV-42

Spojina LKV-42 na izoliranih ligazah Mur ni pokazala inhibitorne aktivnosti, spojina

LKV-36 pa ni bila testirana. Nobena od njiju ni pokazala protimikrobne uc¢inkovitosti na

bakterijskih sevih.

4.9.2 Ucinkovitost derivatov triazina

Nobeden izmed testiranih derivatih triazina ni pokazal protimikrobne u¢inkovitosti.
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5 SKLEP

Sestindvajsetim od sedemindvajsetih spojin (spojini TT-77 z izbrano metodo uéinkovitosti
nismo mogli ovrednotiti), nacrtovanih kot inhibitorji ligaz Mur, smo z metodama
makrodilucijskega antibiograma v Muller Hinton bujonu in dilucijskega antibiograma v
agarju uspesno ovrednotili ucinkovitost v obliki vrednosti MIK in MBK na dveh
standardnih G (S. aureus ATTC 29213, E. faecalis ATCC 29212) in dveh standardnih G°
(E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853) bakterijskih sevih. Najucinkovitej$im
Sestim spojinam smo ovrednotili tudi u€inkovitost na odpornem sevu S. aureus ATCC
43300 (sev MRSA), dvema pa $e na dveh dodatnih G" sevih S. pneumoniae ATCC 49619
in S. pyogenes ATCC 19615.

Protimikrobno uéinkovitost je pokazalo enajst spojin. Vedina jih je u¢inkovala na G
bakterijske seve, predvsem na S. aureus (deset spojin) in odporni sev MRSA (vseh Sest
testiranih spojin), le dve pa na E. faecalis (LKV-04, KNZ-64b) in ena z baktericidnim
uc¢inkom na S. pneumoniae (TT-114). Vecina je kazala bakteriostaticno u¢inkovitost v
previsokih koncentracijah za potencialno klini¢no uporabnost, derivata benziliden rodanina
(benziliden-2-tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona) LKV-16 in TT-114 pa sta dosegla MIK v
koncentraciji 8 pg/mL (za spojino LKV-16 to pomeni 25,7 uM) oziroma od 0,5 do 2
pg/mL (za spojino TT-114 to pomeni od 1,8 pM do 7,3 uM) in bi bila primerna za nadaljne
raziskave. Ker pa nobena od teh dveh spojin pri testiranjih na izoliranih ligazah Mur ni
pokazala inhibitorne aktivnosti, lahko sklepamo, da spojini ne ucinkujeta kot inhibitorja
ligaz Mur, pac pa je za zaviranje bakterijske rasti odgovoren drug mehanizem, ki ga nismo

raziskali.

Samo tri spojine (TT-98, KNZ-158b, DVR-74) so pokazale protimikrobno ucinkovitost na
G bakterijski sev P. aeruginosa, ena od njih baktericidno (TT-98), vendar v previsokih
koncentracijah za potencialno klini¢no uporabnost, na G~ bakterijski sev E. coli pa sploh

nobena, kar je verjetno posledica visoke intrinzi¢ne odpornosti teh dveh sevov (33, 34, 30).

.....

protibakterijsko ucinkovitostjo na S. aureus, odporni sev MRSA in S. pneumoniae ter
LKV-04 z u¢inkom na S. aureus, odporni sev MRSA in E. faecalis. Edini spojini, ki sta

izkazali protimikrobno uéinkovitost tako na G" kot na G~ bakterijske seve, sta bili spojini
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KNZ-158b z u¢inkom na S. aureus, odporni sev MRSA in P. aeruginosa ter spojina DVR-

74 z u¢inkom na S. aureus in P. aeruginosa.

Kot strukturna skupina so bili najuc¢inkovitejsi derivati benziliden rodanina (benziliden-2-
tiookso-1,3-tiazolidin-4-ona), saj so protibakterijsko ucinkovitost pokazale kar Stiri od
sedmih testiranih spojin (TT-98, LKV-16, TT-114, LKV-04). Ucinkoviti so bili tudi
posamezni derivati benziliden-1,3-tiazolidin-2,4-diona (TT-107, TT-113), benziliden
barbiturne in tiobarbiturne kisline oziroma benziliden-2,4,6(1H,3H,5H)-pirimidin-triona in
benziliden-2-tiookso-4,6(1H,5H)-pirimidin-diona (KNZ-153b, KNZ-158b) ter 2H-1,4-
benzoksazin-3(4H)-ona (KNZ-64b, KNZ-66-2), manj derivati acil-hidrazonov (DVR-74),
medtem ko derivati D-glutaminske kisline, 2(1H)-kinolinona in triazina niso pokazali

nobene protimikrobne uc¢inkovitosti.

Protibakterijsko testiranje nam je pokazalo, da dobra inhibitorna aktivnost spojine na
izoliranih ligazah Mur Se ne zagotavlja tudi dobre protimikrobne ucinkovitosti, saj je
glavni problem neucinkovitosti potencialnih inhibitorjev ligaz Mur neuspesno prehajanje

preko bakterijske citoplazemske membrane.

Rezultati protibakterijskih testiranj so izpostavili dve obetavni spojini s protimikrobno
ucinkovitostjo (LKV-16, TT-114), ki pa najbrz ne ucinkujeta kot inhibitorja ligaz Mur,
hkrati pa nam nakazujejo smer nadaljnega razvoja novih potencialnih inhibitorjev ligaz
Mur in prispevajo k razumevanju odnosa med strukturo in delovanjem protibakterijskih

u¢inkovin.
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7 PRILOGA

Preglednica XXV: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine TT-96.

Koncentracija spo

ine TT-96 [ng/mL]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [ng/mL] ]
S.aureus ATCC29213 |  + | RN O R A U S v.: SN RN
Precepitev na KA v >128 |
E faecalis ATCC 29212 | e S B R A N S vL: SN RN
Precepitev na KA v v v >128 |
E cliATCC25922 &+ | RN O R A SN S v SN RN
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC 27853 |+ | E I ISR RO LT
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXVI: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine TT-89.

Koncentracija spo

ine TT-89 [pg/mL]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] MBK [pg/mL] |
S.aureusATCC29213 |+ | . R . R ISR S NS P S S
Precepitev na KA v >128 |
E.faecalis ATCC29212 [ S S o s
Precepitev na KA v v >128 |
EcoliaTCcC25922 [ o+ | S o s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC 27853 [ + | SRR S SN ISR
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXVII: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine DVR-40.

Standardni sev

Koncentracija spojine DVR-40 [pug/mL]

128 64 32 16 MIK [pg/mL] MBK [ng/mL] |
S.aureusATCC29213 |+ | . R R R ISR S NN P S S
Precepitev na KA v >128 |
E.faecalis ATCC29212 | S S o s
Precepitev na KA v v >128 |
EcoliaTCcC25922 | x| S o s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC 27853 |+ | SRR S SN ISR
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXVIII: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine TT-111.

Standardni sev

Koncentracija spojine TT-111 [pg/mL]

128 64 32 16 MIK [pg/mL] MBK [ng/mL] |
S.aureus ATCC29213 |+ | . R R IS S NS vt S SR
Precepitev na KA v >128 |
E. faecalis ATCC29212 [+ | SRR R N SRS
Precepitev na KA v >128 |
EcoliaTCC25922 [ o+ | SRR - N SRS
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC 27853+ | SRR - N SRS
Precepitev na KA v >128 |




Preglednica XXIX: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine LKV-02.

Koncentracija spojine LKV-02 [ug/mL]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [pug/mL] |
S.aureus ATCC29213 |+ | B B, R IS S NS vt S S
Precepitev na KA v >128 |
EfaecalisaTCC29212 |+ | SRR SR N NS T R
Precepitev na KA v >128 |
EocoliATCC25922 | & [ S IR R T X T IO
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosaATCC27853 [+ | SRR U N NS T N
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXX: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine LKV-05.

Standardni sev

Koncentracija spojine LKV-05 [ug/mL]

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [ug/mL] |
S.aureusATCC29213 |+ | . LA R R A SO NS 2. S
Precepitev na KA v >128 |
E faecalis ATCC29212 | + L SR AU N R
Precepitev na KA v v >128 |
EcoliaTCC25922 1 & | L SN AU UL
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosaATCC27853 |+ | SR - SN NS T N
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXXI: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine LKV-14.

Standardni sev Koncentracija spojine LKV-14 [pg/mL]

128 64 32 16 MIK [pg/mL ] MBK [ug/mL] I
S:aureus ATCC29213 |+ | . R R IS S N .. S S
Precepitev na KA v >128 |
EfaecalisaTCC29212 |+ | e
Precepitev na KA v >128 |
EBoeoliaTcC2s922 b e SRR A S ISR VNN LT
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC27853 |+ | SR N M PR O
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXXII: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine KNZ-152.

Standardni sev

Koncentracija spojine KNZ-152 [

g/mL |

128 64 32 16 MIK [pg/mL ] MBK [ug/mL] I
S.aureus ATCC29213 | = | . R R IS A ER o S
Precepitev na KA v >128 |
E faecalis ATCC29212 | + L SR U N
Precepitev na KA v v >128 |
EBcoliaTCC25922 1 o+ | ol SR IS IR
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosaATCC27853 |+ | ol SR IS IR
Precepitev na KA v >128 |

il




Preglednica XXXIII: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine KNZ-156.

Koncentracija spojine KNZ-156 [

g/mL]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [pug/mL] |
S.aureus ATCC29213 |+ | R N RS N S D oL S USSR
Precepitev na KA v >128 |
E faecalis ATCC29212 | & | SRR SR N NS T R
Precepitev na KA v >128 |
EcoliaTCC25%2 [ = ] S IR R T X T IO
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC27853 | & | SRR U N NS T N
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXXIV: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine DVR-102.

Koncentracija spojine DVR-102 [

g/mL]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [ug/mL] |
S.aureusATCC29213 |+ | . R R S A S W 02 S
Precepitev na KA v >128 |
E faecalisATCC29212 | &+ [ o e LS
Precepitev na KA v >128 |
EocoliATCC25922 | &+ [ o e s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC27853 |+ | SRR S SN BN X T N
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXXV: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine DVR-91.

Koncentracija spojine DVR-91 [ug/mL ]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL ] MBK [ug/mL] I
S:aureus ATCC29213 |+ | . BN N R IS S N .. S S
Precepitev na KA v >128 |
EfaecalisaTCC29212 |+ | el LS
Precepitev na KA v >128 |
EBoeoliaTcC25922 k] s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosaATCC27853 |+ | el LS
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXXVI: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine DVR-84.

Standardni sev

Koncentracija spojine DVR-84 [ug/mL ]

128 64 32 16 MIK [pg/mL ] MBK [ug/mL] I
S.aureus ATCC29213 |+ | . R B, R IO A E . S S
Precepitev na KA v >128 |
E.faecalis ATCC29212 ) = | o e s
Precepitev na KA v >128 |
EBcoliATCC25922 ) o+ o e s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC27853 | = | o e s
Precepitev na KA v >128 |

il




Preglednica XXXVII: Rezultati testiranja protibakterijske ucinkovitosti spojine TT-64.

. Koncentracija spojine TT-64 [pug/mL]
Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [pug/mL] |
S.aureus ATCC29213 |+ | R N RS N S D oL S USSR
Precepitev na KA v >128 |
E faecalis ATCC29212 | & | S IR R T X T IO
Precepitev na KA v >128 |
EcoliaTCC25%2 [ = ] S N U T T
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC27853 | & | S I N T X T IO
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXXVIII: Rezultati testiranja protibakterijske uc¢inkovitosti spojine LKV-36.

Koncentracija spojine LKV-36 [ug/mL]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL] | MBK [ng/mL] ]
S.aureusATCC29213 |+ | . B B, S A S W 02 S
Precepitev na KA v >128 |
EfaecalisATCC29212 | = | o e LS
Precepitev na KA v >128 |
EBocoliaTCC25922 | = | o e s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosa ATCC27853 |+ | SRR S SN BN X T N
Precepitev na KA v >128 |

Preglednica XXXIX: Rezultati testiranja protibakterijske u¢inkovitosti spojine LKV-42.

Koncentracija spojine LKV-42 [ug/mL ]

Standardni sev

128 64 32 16 MIK [pg/mL ] MBK [ug/mL] I
S:aureus ATCC29213 |+ | . R R IS S N .. S S
Precepitev na KA v >128 |
EfaecalisaTCC29212 |+ | el LS
Precepitev na KA v >128 |
EBoeoliaTcC25922 k] s
Precepitev na KA v >128 |
P.aeruginosaATCC27853 |+ | el LS
Precepitev na KA v >128 |

v




