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Streszczenie

Szerzacy si¢ problem antybiotykoopornosci bakterii wymusza zastosowanie wielu podejsé
interdyscyplinarnych. Przyktadem takiego podejscia moze by¢ sprowadzenie go do postaci
odpowiednich oddziatywan. Gtownym celem tej rozprawy stalo si¢ opracowanie fizycznych i
numerycznych modeli bton biologicznych, aby umozliwi¢ ocene aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j
czgsteczek o strukturze Gemini. W niniejszej pracy potaczono podejécia w gtownej mierze z fizyki oraz
chemii i biologii celem stworzenia probabilistycznych oraz numerycznych modeli blon bakteryjnych
pozwalajacych na oceng¢ wplywu zwigzkéw powierzchniowo czynnych na fizykochemiczne i
termodynamiczne parametry blon. Jedna z proponowanych koncepcji zaktada opis interakcji zwiazku z
btong komorkowa poprzez oddziatywania dipol-dipol w polu nie bedacym polem zachowawczym ze
wzgledu na lepko$¢ osrodka. Zastosowana strategia sprowadzajaca problem do oddziatywan fizycznych
ma na celu dostarczenie szerszej perspektywy oraz wiedzy w nierownej walce z bakteriami opornymi
na antybiotyki.

Szeroki wzrost oporno$ci bakterii na §rodki przeciwdrobnoustrojowe zostat uznany w 2015r.
przez Swiatowa Organizacje Zdrowia za jeden z 10 najwickszych globalnych zagrozen dla zdrowia
ludzkosci. Jezeli do 2050 roku nie zostana odkryte nowe leki, miliony osob bgda ofiarami bakterii
lekoopornych kazdego roku. Szczegllnie przyttaczajaca jest ciagla ekspansja tak zwanych
superbakterii, takich jak Klebsiella pneumoniae, powodujaca szerokie spektrum infekcji i wykazujaca
ciagle nabywanie opornosci na leki nawet na te nazywane antybiotykami ostatniej szansy. Przyczyn
uodparniania si¢ mikroorganizmow jest wiele, m.in. ciggle mutacje, czyli modyfikacje materiatu
genetycznego, nabywanie gendw odporno$ci od innych organizmoéw (transfer lateralny) czy nawet
nieprawidlowo prowadzone antybiotykoterapie. Czynnik ludzki rowniez silnie wyplywa na
uodparnianie si¢ bakterii poprzez czgste naduzywanie antybiotykow, przyjmowanie zbyt matych dawek
lub zbyt krotki czas trwania antybiotykoterapii. Z biegiem czasu bakterie uciekaja przed zabojczym
dziataniem antybiotykow, wyksztalcajac swoj wlasny mechanizm adaptacyjny. Obiecujacym
podejsciem do rozwiazania tego problemu jest skupienie si¢ na substancjach antyseptycznych, ktore nie
majg dobrze zdefiniowanego celu molekularnego w komorkach bakteryjnych. Doniesiono, ze niektore
z nich sg srodkami selektywnie atakujacymi btony komérkowe poprzez oddziatywanie wywolujace jej
destrukcje na drodze emulsyfikacji. Na rynku dostepnych jest kilka powszechnie stosowanych srodkow
przeciwdrobnoustrojowych z rodziny kationowych $rodkéw powierzchniowo czynnych (surfaktantow
Gemini). Jednymi z najbardziej znanych sg oktenidyna (OCT) oraz chlorheksydyna (CHX), ktore
skutecznie zwalczajg bakterie Gram-dodatnie oraz Gram-ujemne. Dodatkowo kazdego roku
syntezowane sg nowe zwigzki o podwojnej (lustrzanej) strukturze Gemini, ktére wykazuja potencjalne
dziatanie antybakteryjne. Ze wzgledu na r6zne protokotly stosowane przez grupy badawcze przy ocenie
skuteczno$ci antybakteryjnej danych zwigzkoéw, problematyczne staje si¢ porownanie wprost ich
efektywnosci, czy wybranie potencjalnych prekursorow mogacych w przyszto$ci zastapi¢ obecnie
uzywane antybiotyki.



W ramach pracy dostarczono wglad w molekularne oddziatywania OCT oraz CHX na btony
ujemnie natadowane (np. bakteryjne) oraz neutralne (np. eukariontéw). Wykorzystanie modeli
biofizycznych wspartych metodami numerycznymi oraz eksperymentami pozwolito na okreslenie
preferencyjnego miejsca lokowania si¢ zwigzkow, tworzonych przez nich agregatoéw, destrukcyjnego
dzialania na btony, czy ocene¢ zmian parametréw mechanicznych bton pod wplywem dziatania
analizowanych czasteczek. Przeprowadzona analiza pozwolita zaproponowa¢ nowatorski mechanizm
selektywnego oddzialywania zwigzkow antybakteryjnych - zwlaszcza OCT, oparty o roznice
emergentnych wlasnos$ci mechanicznych bton bakteryjnych i zwierzgcych.

W dalszym etapie badan poszukiwano innych zwigzkéw o budowie Gemini, ktore wykazuja
silne dziatanie antybakteryjne. Poprzez stosowanie roznych protokotdow oraz szczepoéw bakteryjnych
przy okreslaniu aktywnosci biobdjczej surfaktantow, niemozliwym stalo si¢ pordwnanie ich
efektywnosci. W zwigzku z tym utworzono bazg ponad 250 czasteczek Gemini o potencjalnym dziataniu
bakteriobojczym, w ktorej czasteczki zaklasyfikowano do odpowiednich grup uwzgledniajac ich
strukture. Wykonane obliczenia kwantowe pozwolily na zoptymalizowanie pol sitowych (ang. force
fields) wszystkich zebranych molekut. Stosujac ujednolicony protokdt oraz symulacje dynamiki
molekularnej przetestowano wptyw 25 zwigzkéw o potencjalnym dziataniu bakteriobdjczym na
trojkomponentowych modelach bton bakteryjnych. Analiza parametrow biofizycznych i mechanicznych
bton pozwolila na wybranie 8 najlepiej rokujgcych prekursorow o mozliwym najsilniejszym dziataniu
przeciwbakteryjnym.

W podejsciach teoretycznych i badaniach obliczeniowych czgsto pojawiaja si¢ pytania
dotyczace doktadnosci i rzetelno$ci prezentowanych modeli struktur biologicznych. Modele moga
znacznie odbiega¢ od rzeczywistych lub od eksperymentalnych analogow, co moze skutkowac
nieprecyzyjnymi wnioskami. W zwigzku z tym ramach kolejnych prac badawczych zaproponowano
kompleksowy model numeryczny odzwierciedlajacy szczegdétowa (wielokomponentowa) strukture
lipidowa bakterii Escherichia coli oraz oceniono czy jego ztozono$¢ moze istotnie wptywaé na wnioski
ptynace z analiz numerycznych takiego modelu. Doglebna analiza parametrow strukturalnych,
dynamicznych oraz wtasnosci mechanicznych wykazata, ze ztozono$¢ i sktad modelu btony bakteryjne;j
ma kluczowe znaczenie i nie moze by¢ przyblizane przez dowolne, ujemnie natadowane lipidy.
Potencjalny brak ztozonos$ci obecnych modeli numerycznych blon bakteryjnych bez watpienia wptywa
na zasadnicze zrodta interakcji, przez co niektore zjawiska biologiczne moga pozosta¢ nieuchwytne lub
sthumione.

Swiadomos¢ ograniczen metod eksperymentalnych oraz ugruntowanych metod numerycznych
stala si¢ inspiracja do stworzenia dedykowanej metodologii oraz autorskiego narzgdzia symulacyjnego
do szybkiej oceny potencjatu antybakteryjnego surfaktantéw Gemini. Symulacje dynamiki
molekularnej pozwalaja na ocen¢ zachowania zwigzku wzgledem blony oraz potencjalnego
oddzialywania struktur. Metody szacowania energii swobodnej uktadu w precyzyjny sposob pozwalaja
na okreslenie zachowania czasteczek antybakteryjnych w kontakcie z btong, w tym zlokalizowanie
barier energetycznych czy oceng¢ preferowanej lokacji molekuty w blonie. Stworzenie doktadnego
profilu energetycznego czasteczki typu Gemini w kontakcie z membrang jest procesem dosé
wymagajacym obliczeniowo oraz czasochtonnym. Uproszczenie schematu oddziatywan i ograniczenie
redundantnych parametréw pozwolito na stworzenie autorskiego narzedzia Diptool do szybkiej analizy
czasteczek o potencjalnym dziataniu antybakteryjnym. Diptool zostat oparty w gldéwnej mierze na
oddzialywaniach dipolowych lipidow oraz zwigzkow antybakteryjnych, a za catkowanie rownan ruchu
odpowiada zmodyfikowany algorytm Verleta. Korzystajac z zaleznosSci struktura-funkcja (ang.
quantitive structure-activity relationship) stworzono wzorzec istotnych statystycznie parametrow
czasteczek Gemini wptywajacych na ich aktywno$¢ czyli skuteczne dzialanie przeciwbakteryjne.
Stworzenie probabilistycznego modelu bton biologicznych oraz implementacja wybranych parametrow
w narzedziu Diptool pozwolita w szybki sposob uzyskaé¢ odpowiedz na wystarczajaco dokladnym
poziomie czy czasteczka penetruje blon¢ oraz jak wyglada rozktad energii swobodnej w procesie
translokacji czasteczki w poprzek btony. W efekcie koncowym pozwala to wprost oszacowac jej
potencjal antybakteryjny. Narzedzie zostato zwalidowane z uzyciem metody Adaptive Biasing Force



znanej z dynamiki molekularnej. Najwigksza zaleta narz¢dzia jest jego szybko$¢ dziatania, ktora
pozwala w ciggu kilku minut otrzyma¢ wyniki porownywalne z pelno-atomowymi symulacjami
dynamiki molekularne;.

Podsumowujac, w ramach pracy doktorskiej zaproponowano mechanizm selektywnego
dzialania zwiazkéw antybakteryjnych - OCT oraz CHX stosowanych na szeroka skalg. Nastepnie
stworzono baz¢ czasteczek Gemini i zaproponowano ujednolicony numeryczny protokot badania
zwigzkoéw o charakterze bakteriobdjczym. Dalej, zaproponowano ulepszony i kompleksowy model
bakterii E. coli do zastosowan numerycznych. Na koniec stworzono autorskie narzedzie bazujace na
zjawiskach fizycznych w uktadach biologicznych do analizy potencjalu antybakteryjnego czasteczek o
strukturze Gemini. Rdzeniem pracy doktorskiej sg cztery publikacje naukowe, w ktorych powyzsze
osiagnigcia zostaly opisane, uwzgledniajac metodyke, etap wdrazania oraz weryfikacje zatozen.



