WIADOMOSCI 2015, 69, 7-8
chemiczne PLISSN 0043-5104

BADANIE ODDZIALYWANIA WANKOMYCYNY
Z FRAGMENTEM PEPTYDOGLIKANU
SCIANY KOMORKOWE] BAKTERII

STUDY ON INTERACTION OF VANCOMYCIN WITH
BACTERIAL CELL WALL PEPTIDOGLYCAN

Justyna Samaszko-Fiertek*, Rafal Slusarz, Janusz Madaj

Uniwersytet Gdatiski, Wydziat Chemii, Pracownia Chemii Cukrow
ul. Wita Stwosza 63, 80-308 Gdarisk
*e-mail: j.samaszko-fiertek@ug.edu.pl

Abstract

Wykaz stosowanych skrotow

Wprowadzenie

1. Badanie sil oddzialywania fragmentéw peptydowych $ciany komor-
kowej bakterii z wankomycyna
1.1. Metody badania oddzialywania peptydoglikanu z wankomy-

cyna

Uwagi koncowe

Podziekowania

PiS$miennictwo cytowane



mailto: j.samaszko-fiertek@ug.edu.pl


492 J. SAMASZKO-FIERTEK, R. SLUSARZ, J. MADA]J

Dr hab. Janusz Madaj, prof. nadzw. UG, ukonczyt studia chemiczne na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w roku 1989. W tym samym roku podjal prace
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2004 uzyskat stopien doktora habilitowanego nauk chemicznych po przedstawie-
niu rozprawy na temat: ,Badania drog tworzenia i przemian wybranych zwigzkow
cukrowych” Jego aktualne zainteresowania naukowe skupiajg si¢ na chemii orga-
nicznej ze szczegdlnym uwzglednieniem chemii weglowodanéw. Ostatnio swoje
prace koncentruje na badaniach mechanizmu oddzialywania wankomycyny ze
$ciang komodrkows bakterii Gram-dodatnich oraz wplywem na to oddzialywanie
fragmentéw cukrowych.
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formacyjnych ukltadéw cukrowych i glikoproteinowych podczas swoistego oddzia-
tywania z fragmentami konstrukcyjnymi komorek bakteryjnych oraz enzymami
organizmoéw wyzszych metodami modelowania molekularnego. Jego warsztat pracy
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sytetu Gdanskiego. Tematyka badawcza: badaniach mechanizmu oddzialywania
wankomycyny ze $ciang komoérkowa bakterii Gram-dodatnich, opracowanie metod
syntezy nowych pochodnych antybiotykéw glikopeptydowych.
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ABSTRACT

Unfortunately, despite of work involved in understanding of the mechanism
of bacterial virulence, especially Staphylococcus aureus, it has not been developed
effective therapy against this bacteria. The first antibiotic used against this bacteria
was penicillin, which was discovered by Alexander Fleming in 1928.

A new generation of drugs introduced into therapy against Staphylococcus
aureus and other Gram-positive bacteria are glycopeptide antibiotics. The most
widespread and most commonly used are vancomycin and teicoplanin, discovered
respectively in 1956 and 1978.

As a result of frequent use of vancomycin VISA (ang. Vancomycin-interme-
diate Staphylococcus aureus) and VRSA (ang. Vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus) strains were discovered. The mechanism of action of this antibiotic based
on the inhibition of the biosynthesis of bacterial cell wall peptidoglycan fragment.
Forming stabilized by hydrogen bonds complex with terminal fragment of peptido-
glycan (dipeptide p-Ala-p-Ala) vancomycin prevents its further crosslinking [2] (Fig. 1).

However, in recent years other theories of the mechanism of action of glycopeptide
antibiotics against Gram-positive bacteria were presented it seems to be crucial to find
methods of selection of new antibiotics and for this purpose standard techniques of the
analysis, including isothermal titration calorimetry (ITC) [3], nuclear magnetic resonance
spectroscopy (NMR) [8-15], high performance liquid chromatography (HPLC) [16],
capillary electrophoresis [17] or self-assembled monolayers (SAMs) [22] are used.

Discovering new methods for studying of interaction between vancomycin and
Gram-positive bacterial cell wall allows use it as a new technique for rapid selection of
potential new antibiotics, including glycopeptide derivatives.

Keywords: vancomycin, HPLC, capillary electrophoresis, NMR, SAMs
Stowa kluczowe: wankomycyna, HPLC, elektroforeza kapilarna, NMR, SAMs
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Uzywane w tekscie symbole aminokwaséw oraz ich pochodnych sg zgodne
z postanowieniami IUPAC-IUB Joint Commision on Biochemical Nomenclature
zawartymiw Eur. J. Biochem., 1985, 138, 9-37 oraz A Short Guide to Abbreviations
and TheirUse In Peptide Science, J. PeptideSci., 1999, 5, 465-471. W wypadkach
nie objetych postanowieniami stosowano oznaczenia powszechnie przyjete w che-
mii peptydow.

AFM - ang. Afomic Force Microscopy

Biatko Map - ang. MHC class II anologous protein

DCC - ang. dicyclohexylcarbodiimide

Gal - Dp-galaktoza

GalNAc - N-acetylo-p-galaktozamina

GIcNAc - N-acetylo-p-glukozamina

HATU - ang. 2-(7-Aza-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-
uronium hexafluorophosphate

HBTU - ang. O-Benzotriazole-N,N,N’,N-tetramethyl-uronium-
-hexafluoro-phosphate

HOALt - ang. I-hydroxy-7-azabenzotriazole

HOBt - ang. N-hydroxybenzotriazole

HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High
Performance Liquid Chromatograthy)

LLO - ang. lipid-linkedoligosacchrides

LSP - ang. lipopolysacchride

LTA - ang. lipoteichoicacid

NCCLS - ang. National Committee on Clinical Laboratory Stan-
dards

MIC - ang. minimum inhibitor concentration

MurNAc - kwas N-acetylo-p-muraminowy

NMR - pektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(ang. Nuclear Magnetic Resonance)

oT - transferaza oligosacharydowa

PRSA - ang. penicilineresistant strain S. aureus

PBP - ang. peniciline binding protein

PIERS - ang. Polarized Infrared External Reflectance Spectro-
scopy

PTE - ang. peniciline tetracycline erythromycine resistant
strain S. aureus

SAM - ang. Self-Assembled Monolayers

SPPS - ang. Solid Phase Peptide Synthesis

SPR - ang. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy

TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy
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VISA - ang. vancomycin-intermediate S. aureus
VRE - ang. vancomycin-resistant Enterococcus
VRSA - ang. vancomycin-resistant strain S. aureus
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WPROWADZENIE

Niestety pomimo ogromu wlozonej pracy w poznanie mechanizmu zjadli-
wosci bakteryjnej, przede wszystkim gronkowca zlocistego, nie opracowano
jak dotad skutecznej terapii przeciwko tej bakterii. Poczatkowo stosowano
przeciwko niemu pierwszy odkryty przez Aleksandra Fleminga w 1928 anty-
biotyk - penicyline. Bakteria ta wyksztalcila przeciwko niemu swoisty system
odpornosci. Stosunkowo szybko pojawily si¢ pierwsze szczepy PRSA (ang.
penicilineresistant S. aureus), oporne na stosowanie tego antybiotyku, o czym
przestrzegal sam tworca: ,Jesli kuracja nie zniszczy wystarczajacej liczby bak-
terii, ocalale wydadza uodpornione potomstwo, ktdre szybko sie¢ namnozy.
W efekcie choroba przypusci ponowny atak i nie bedzie jej juz mozna wyleczy¢
penicyling” [1]. Niestety rzeczywisto$¢ okazala si¢ okrutniejsza i podobne bledy
popelniono wzgledem najbardziej popularnego oraz najczesciej stosowanego
antybiotyku przeciwko S. aureus wankomycynie. W konsekwencji czego bakteria
wyksztalcita szczepy wankomycyno wrazliwe VISA (ang. Vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus) i oporne VRSA (ang. Vancomycin-resistant Staphylococcus
aureus) na skuteczno$¢ terapii przy zastosowaniu tych antybiotykéw. Mechanizm
dzialania tych antybiotykéw w gléwnej mierze opiera si¢ zahamowaniu biosyntezy
fragmentdw peptydoglikanu $ciany komoérkowej bakterii. Zatrzymanie tego procesu
zwigzane jest z bezposrednim oddzialywaniem antybiotyku z koricowym fragmen-
tem peptydoglikanu $ciany komdrkowej gronkowca zlocistego (dipeptydem p-Ala-
p-Ala) (Rys. 1) [1, 2].
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Rysunek 1. Wankomycyna i oddzialywanie z fragmentem peptydowym peptydoglikanu S. aureus [2]
Figure 1. Vancomycin and their interaction with peptidoglycan fragment of S. aureus [2]

Jednakze w ostatnich latach pojawiajg si¢ inne teorie opisujace mechanizm
dziatania nowych potencjalnych antybiotykéw przeciwko bakterii Gram-dodatniej.


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Vancomycin-intermediate_Staphylococcus_aureus&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Vancomycin-intermediate_Staphylococcus_aureus&action=edit&redlink=1
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Dlatego tak wazne jest polozenie nacisku na dalszy rozwoéj i opracowanie technik
syntetycznych okreslonych fragmentéw $ciany komdrkowej wchodzacych w inter-
akcje z potencjalnymi antybiotykami przeciwko S. aureus.

Kolejnym waznym aspektem jest znalezienie metod selekcji nowych antybio-
tykow. W tym celu probuje si¢ wykorzysta¢ standardowe techniki wykorzystywane
w analizie, m.in. spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear
Magnetic Resonance, NMR), wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (ang. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) czy elektroforeze kapilarng, majace na
celu skrocenie czasu przeprowadzania wstepnych badan przed klinicznych.

1. BADANIE SI£. ODDZIALYWANIA FRAGMENTOW PEPTYDOWYCH
SCIANY KOMORKOWE] BAKTERIT Z WANKOMYCYNA

Do badan nad sila wzajemnego oddzialywania wankomycyny z fragmentem
peptydoglikanu w kompleksie i wyznaczenia stalej asocjacji (Ka) stosowano roz-
nego typu techniki analityczne, m.in. izotermiczng kalorymetrie miareczkowg (ang.
Isothermal Titration Calorimetry, ITC). Metoda ta pozwolila wyznaczy¢ nie tylko
stala Ka, lecz réwniez parametry termodynamiczne (m.in. entalpie i entropig).

Otrzymane wyniki potwierdzily stawiang od lat hipoteze, ze im dluzszy frag-
ment peptydoglikanu tym oddziatywania sg silniejsze. Jednakze z poréwnania stalej
Ka dla fragmentu tripeptydowego z wartosciami dla fragmentu mono-, di- i tetra-
sacharydowego (podstawionymi fragmentami pentapeptydowymi) wynika, ze
obecnos¢ fragmentu cukrowego nie wplywa na tworzenie si¢ kompleksu. Niewielka
zmiana wartosci dla zwiagzku 2 i 3 zwigzana jest z tadunkiem ujemnym na grupie
karboksylowej z fancucha bocznego y-iGlu. W przypadku pochodnej 3 grupa ta
podstawiona jest grupg aminows, zmieniajgc tym samym zdolno$¢ solwatacji tego
zwigzku (Rys. 2) [3].

Ciekawe rezultaty otrzymano dla zwigzku 4, dla ktérego wyznaczono dwie state
asocjacji. Pierwsza odnosi si¢ do powstajacego kompleksu w stosunku 1:1, druga
za$ zwigzana jest z przylaczeniem kolejnej wankomycyny do istniejacego juz kom-
pleksu. Sugeruje to, Ze w obrebie struktury przy tworzeniu si¢ kompleksu pomiedzy
jedng czgsteczkg wankomycyny a czasteczka zwigzku 4 powstaja dodatkowe stabe
oddzialywania elektrostatyczne, ktdre ja stabilizujg (Tab. 1) [3].


http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia_cieczowa
http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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Rysunek 2.
Figure 2.

Fragmenty pochodnej peptydoglikanu wykorzystane do badan oddziatywan z wankomycyna [3]
Peptidoglycan derivatives used for studies of interactions with vancomycin [3]

Tabela 1. Parametry termodynamiczne tworzenia kompleksupomiedzy wankomycyng a fragmentem $ciany
komérkowej w buforze octanu sodu, pH = 4,7 (T = 298 K) [3]

Table 1. Thermodynamic parameters of complex between vancomycin and a fragment of the cell wall
in sodium acetate buffer, pH = 4.7 (T = 298 K) [3]

Ligand K'i AG°71 AH"il TASil
[M™] [kJmol™] [kJmol™] [kJmol™]
(Ac),KAA (4,8 £0,7) - 10° -32,4+0,4 -40,1 + 1,0 -77+ 1,0
1 (6,6 +1,0) - 10° -332+0,4 -40,2+ 1,0 -7,0+ 1,0
2 (54+0,8)-10° -32,7+0,4 39,2+ 1,0 -6,5+1,0
3 (2,5+0,3)-10° -30,8 +0,3 -40,2+1,0 -9,4+1,0
4 (I-stala) (1,1 +0,2) - 10° -34,5+0,5 -41,2+ 1,0 -6,7+ 1,0
4 (I-stata) (4,0+0,7) - 10° -32,0+0,5 -454+1,0 -13,4+1,0
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1.1. METODY BADANIA ODDZIALYWANIA PEPTYDOGLIKANU Z WANKOMYCYNA

Wraz z pojawieniem sie szczepdw gronkowca ztocistego opornych na dziata-
nie stosowanych dotad lekdw bardzo wazne stalo si¢ opracowanie/zaprojektowanie
nie tylko nowych antybiotykéw lecz réwniez metod ich selekcji. Stanowi to duze
wyzwanie dla naukowcéw poniewaz powierzchnia bakterii wykazuje si¢ stabymi
wlasciwosciami antygenowymi [4-7]. Badania nad nowymi lekami trwajg od kilku
do kilkunastu lat, niestety najwigcej czasu pochtaniajg testy kliniczne. Dlatego tez
projektowanie nowych lekéw i metod ich badania opiera si¢ na wykorzystaniu wie-
dzy o mechanizmie dzialania istniejgcych juz antybiotykéw, co pozwala na skrdce-
nie czasu przeprowadzanych analiz.

W przypadku gronkowca zlocistego wykorzystuje si¢ podstawowa wiedze
o jego zdolnosci tworzenia si¢ kompleksu C-terminalnego fragmentu dipeptydo-
wego (p-Ala-p-Ala), wchodzacego w sktad peptydoglikanu z wankomycyna. Na tej
podstawie opracowano kilka metod badania oddzialywania pomiedzy antybioty-
kiem, a powierzchnig $ciany komdrkowej bakterii. Opieraly si¢ one na wykorzy-
staniu juz istniejacych technik analitycznych, m.in. spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic Resonance, NMR), wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (ang. High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
czy spektrometria mas z jonizacjg typu electrospray (ang. Electrospray Ionisation-
-Mass Spectrometry, ESI-MS).

Wraz z rozwojem techniki NMR i odkryciem efektu NOE nastgpil gwaltowny
postep w okredlaniu struktur réznego typu zwigzkéw, w tym wankomycyny. Po
poznaniu dokladnej budowy antybiotyku ostatniej szansy w terapii przeciwko zaka-
zeniom wywolanym szczepami MRSA, duzo czasu poswiecono na badania tworze-
nia si¢ kompleksu z fragmentem peptydoglikanu. Pionierami tego typu badan byt
Williams wraz ze wspotpracownikami [8]. W pierwszej fazie badan zastosowali oni
model wykorzystujacy gléwnie fragmenty di- i tripeptydowe (Ac-p-Ala-p-Ala, Ac2-
-L-Lys-p-Ala-p-Ala) oraz wankomycyne. Badanie struktury kompleksu okazalo si¢
skomplikowane ze wzgledu na niejednoznaczne przypisanie m.in. protonéw amido-
wych (-CONH-) wankomycyny bioracych udzial w tworzeniu wigzan wodorowych
w kompleksie, w odniesieniu do protonéw pochodzacych z czgsteczki wankomy-
cyny niebioracej udzialu w tworzeniu kompleksu [8].

Poczatkowo analizy przeprowadzano w temperaturze 25°C i DMSO-d, nie
otrzymujac jednoznacznych wynikéw. W celu zahamowania wymiany protonéw
zastosowano ponownie jako rozpuszczalnik DMSO-d,, ale z domieszka CCl, (3:1),
obnizono temperature z 25 do 0°C, CCl, zastosowany zostal jako antyzamrazacz
(ang. antifreeze). Warunki te obnizaly stala dysocjacji kompleksu i chronily przed
zbyt szybka wymiang protonéw, powodujacych zrywanie wigzan wodorowych. Do
analizy zastosowano mieszaning ~20 mM kazdego komponentu, uzyskujac kom-
pleks w stosunku 1: 1 [9].

Z analizy widm 'H NMR wynikalo, Ze nastgpita zmiana warto$ci przesunigé
protonéw grup metylowych dipeptydu Ac-p-Ala-p-Ala z 1,28 oraz 1,18 (w przy-


http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia
http://pl.wikipedia.org/wiki/Chromatografia_cieczowa
http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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padku samego dipeptydu) na 0,5 i 0,92 dla fragmentu peptydowego ,,zwigzanego”
w kompleks z wankomycyna. Wplywa na to ulokowanie tych grup naprzeciwko
pierscieni aromatycznych wankomycyny (gléwnie pierscienia 517 - Rys. 3, Tab. 2).
Kolejnym dowodem tworzacego sie¢ kompleksu byly zmiany wartosci przesuniec
chemicznych w kierunku wyzszych wartosci dla grup amidowych NH z antybiotyku
(Tab. 3). Stwierdzono, ze pierscienie aromatyczne bifenylu oddziatujg z grupg mety-
lowa N-terminalnej reszty p-alaniny z fragmentu peptydowego [9, 10]. Interakcje te
potwierdzone zostaly z analizy X-ray CDPI [11].

HO
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NH,

V. V:
1 3 CH3

HOCH; W\
Cl
.

cl Q .-'H E2)

Rysunek 3. Kompleks wankomycyna - fragment peptydowy peptydoglikanu wykorzystany do badan oddzia-
tywan przy wykorzystaniu spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego [10]

Figure 3. Complex between vancomycin and a peptide fragment of peptidoglycan used for studies of inter-
actions using NMR spectroscopy [10]
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Table 2. Zmiana przesunie¢ chemicznych we fragmencie peptydowym peptydoglikanu zwigzanego
w kompleks z wankomycyna (A1) [10]
Table 2. Changing of the chemical shifts in a peptide fragment of peptidoglycan bound in a complex with

vancomycin (A1) [10]

Al + dipeptyd Al + tripeptyd
Proton peptydowy Proton peptydowy
Wolny Zwigzany Wolny Zwigzany
AMe 1,28 0,50 AMe 1,28 0,50
A.CH 4,14 3,90 A.CH 4,16 3,90
ANH 8,16 7,84 ANH 8,10 7,84
AMe 1,18 0,92 A Me 1,20 0,92
ACH 4,30 4,70 ACH 4,30 4,52
ANH 8,06 8,06 ANH 8,24 8,02
KaCH 4,18 4,18
KeCH, 3,00 3,06
CH,CO 1,82 1,82
KaNH 8,10 7,48
KeNH 7,84 7,94
Table 3. Zmiana przesunie¢ chemicznych wybranych protonéw wankomycyny (A1) w kompleksie z frag-
mentem peptydowym mureiny [10]
Table 3. Change of chemical shifts selected protons of vancomycin (A1) in complex with a peptide frag-

ment of murein [10]

Wankomycyna (A1) Al Al + dipeptyd Al + tripeptyd
w5 8,64 8,76 8,90
w7 8,46 8,74 9,15
w4 8,22 9,00 9,00
w2 7,80 11,70 11,80
6b 7,89 7,26 7,16
2f 7,50 7,62 7,60
2b 7,46 7,17 7,16
2e 7,20 6,90 6,88
5b 7,20 7,77 7,82
w3 6,78 8,30 8,34
x4 5,74 5,88 5,90
x2 4,86 518 5,17
4b 5,52 5,40 5,40
x5 4,38 4,64 4,64
x3 4,38 4,70 4,70
x7 4,38 4,40 4,50
x1 3,20 4,14 4,16

X6 4,20 4,50 4,40
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Wankomycyna (A1) Al Al + dipeptyd Al + tripeptyd
N-Me 2,40 2,64 2,60
3a, 32 2,38;2,12 2,16 2,10
1b 1,70 1,65 1,38
la, @ 1,50; 1,30 ~1,38 1,40
\Q 1,06 1,02 1,00
lc 0,90 0,70 0,68
1¢ 0,86 0,70 0,68

W tworzenie wigzan wodorowych w kompleksie zaangazowane sg w sumie
3 grupy amidowe NH, jedna grupa karbonylowa C=0 oraz jedna grupa aminowa
(NH,+CH,) pochodzgce z wankomycyny. Analiza widm NMR potwierdzita powsta-
wanie tych oddzialywan. Wskazywala na to m.in. zasadnicza zmiana przesuniecia
protonu w2 (Rys. 3). W kompleksie warto$¢ jego wynosi 11,7 ppm, podczas gdy
w wolnej wankomycynie jest przesunigta o okoto 3,9 ppm w kierunku nizszych war-
tosci. Taka rdéznica ttumaczona jest tworzacym sie wigzaniem pomiedzy protonem
a atomem tlenu z anionu karboksylanowego C-teminalnej reszty p-alaniny (Tab. 3)
[10].

Wraz ze zmiang wartosci przesuniecia chemicznego grup NH zmienia si¢
sita powstajacego wigzania. Poréwnujac site tworzacego sie wiazania wodorowego
pomiedzy ligandem a grupg NH drugiej reszty aminokwasowej wankomycyny
zauwazalna jest pewna prawidlowos¢. Im dluzszy jest fragment peptydowy tym
wieksza jest sila wigzania w tworzacym si¢ kompleksie. (brak ligandu < Ac-p-Ala
<Ac-p-Ala-p-Ala <Ac,-1-Lys-p-Ala-p-Ala) [2]. Wplyw na te zalezno$¢ majg two-
rzace sie dodatkowo oddziatywania hydrofobowe i wigzania wodorowe. Wykorzy-
stanie fragmentu tripeptydowego pozwolilo ustali¢, ze w roztworze wodnym ma
miejsce rotacja tanicucha bocznego L-lizyny dzigki czemu skierowany on jest strone
piericienia aromatycznego w pozycji 7 antybiotyku (Rys. 3) [12, 13].

Przy wykorzystaniu technik NOE zaobserwowano, ze protony ligandu
i antybiotyku sg ulokowane wzgledem siebie stosunkowo blisko. Wplywa na to
zmiana konfiguracji w obrebie wankomycyny i tworzenia przez nig tzw. karbok-
sylowej kieszeni wigzacej (ang. carboxylatebindingpocket). Utworzona jest ona
gléwnie przez reszty aminokwasowe antybiotyku znajdujace si¢ w pozycji 2, 3 oraz
4. Rotacja wigzan w obrebie reszty L-izoasparaginy, N-metylo-L-leucyny i p-hydrok-
syfenyloglicyna, ulatwia jej powstanie. Obroét o 180° wigzania «CHCO w N-metylo-
-L-leucynie pozwala na zmiane¢ ulozenia terminalnego kationu grupy N-metylowej
(NH,+CH,) i wytworzenie oddziatywan elektrostatycznych z anionem karboksyla-
nowym (COO-) p-alaniny.[13]

Tworzenie si¢ wigzania wodorowego pomiedzy anionem karboksylanowym
z ligandu a grupami NH antybiotyku potwierdzone zostaly przy uzyciu techniki
krystalografii. Jak dotad do analiz wykorzystywano gtéwnie krétkie fragmenty pep-
tydowe, takie jak di- i tripeptydowe, a badania nad tworzeniem si¢ kompleksu wan-
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komycyny z dluzszymi fragmentami peptydoglikanu przez dlugi okres czasu byty
stabiej udokumentowane.

Pierwsze analizy z zastosowaniem fragmentu pentapeptydowego r-Ala-p-iGln-
L-Lys-p-Ala-p-Ala przeprowadzit Mueller [14]. Do badan wykorzystany zostat agli-
kon aridiciny A (Rys. 4), identyczny z fragmentem heptapeptydowym wankomy-
cyny. Tworzenie si¢ kompleksu potwierdzita m.in. zmiana przesuni¢¢ chemicznych
dla atoméw azotu z grup amidowych heptapeptydu (Tab. 4) [14].

Table 4. Zmiana przesunig¢ chemicznych atoméw azotu ("°N) z grup amidowych pochodzacych z taricuch
peptydowego aglikonu aridicyny A [14]
Table 4. Changing of chemical shifts nitrogen atom (**N) amide groups coming from the peptide chain of
the aglycone aridicyny A [14]
Label Tripeptyd Pentapeptyd
(etykieta) Wolny Zwigzany Réznica Wolny Zwigzany Réznica
CNH 108,0 111,7 +3,7 108,0 111,7 +3,7
FNH 118,1 122,5 +4,4 118,4 122,6 +4,2
BNH 118,3 116,0 -2,3 118,1 115,9 -2,2
ENH 122,1 123,9 +1,6 122,1 123,8 +1,7
ANH 105,6 105,6 0,0 105,6 105,0 -0,6
DNH 128,3 128,3 0,0 126,5 126,8 +0,3

Rysunek 4. Aglikon aridiciny A [14]
Figure 4. Acridicine A aglycone [14]

Zmiany wartosci przesunig¢cia chemicznego grup ANH oraz DNH wskazuja,
ze rdwniez reszta D-iGln uczestniczy w tworzeniu kompleksu. Dalsze analizy wskazaty
rowniez, ze tancuch boczny reszty p-iGln skierowany jest w kierunku 6 pierscienia aro-
matycznego aglikonu [15].

Oproécz spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego wykorzystano
réwniez inne techniki do badan wzajemnego oddzialywania w tworzacym si¢
kompleksie pomiedzy fragmentem peptydoglikanu a wankomycyna. W tym
celu wykorzystano powszechnie znang technike analityczng, taka jak wysoko-
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sprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid Chromato-
graphy, HPLC). Cieszy si¢ ona réwniez duzym zainteresowaniem wsrod synte-
tykow, wykorzystujacych ja do okreslania czystosci otrzymywanych zwigzkow
oraz ich oczyszczania, a takze coraz czedciej znajduje zastosowanie do badania
tworzenia si¢ komplekséw pomiedzy réznego typu zwigzkami. Hermount wraz
ze wspolpracownikami [16] wykorzystal t¢ metod¢ do badania zdolnosci two-
rzenia si¢ komplekséw pomiedzy wankomycyng a fragmentem tripeptydowym
(N-a-Ac-1-Lys-p-Ala-p-Ala) i jego analogami (N-tBuO-6-aminokaproilo-p-Ala-p-
-Ala i N-Me-6-aminokaproilo-p-Ala-p-Ala). Do rejestracji wynikéw wykorzystany
zostal diodearray detektor 996 UV przy dlugosci fali 280 nm i kolumna Symmetry-
ShieldTM RP C18. Faze mobilng stanowit bufor octanu amonu (pH 5,0; 70 mM) (A)
i acetonitryl (B), przy zastosowanym gradiencie 95% A — 5% A, w czasie 20 min.
Wykorzystujac rézne stezenie ,,ligandow” stwierdzili, Ze przy stosunku molowym
1:25 (wankomycyna : fragment peptydowy) ma miejsce ,,zanik” wolnej wankomy-
cyny o 52,2% i 73,9% w wyniku tworzenia si¢ kompleksu odpowiednio z N-a-Ac-
L-Lys-p-Ala-p-Ala i N-fBu-O-6-aminokaproilo-p-Ala-p-Ala. W celu potwierdzenia
tworzacego sie¢ kompleksu pomiedzy antybiotykiem a fragmentem peptydowym
wykorzystano metode ESI-MS. Jon molekularny 314 odpowiada masie molekular-
nej N-Me-6-aminokaproilo-p-Ala-p-Ala, 629,02 i 943,87 odpowiednio dimerowi
i trimerowi pochodnej peptydowej, zas 1404,09 fragmentacji wankomycyny (masa
wankomycyny pomniejszona o grupe COOH) za$ 1762,87 wskazuje na tworzacy sie
kompleks pomiedzy obydwoma typami zwigzkéw (Rys. 5) [16].
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Rysunek 5. Analiza ESI oddzialywania wankomycyny z fragmentem peptydowym (N-Me-6-aminokaproilo-
D-Ala-D-Ala) [16]

Figure 5. ESI analysis of interaction of vancomycin with a peptide fragment (N-Me-6-aminocaproilo-D-
Ala-D-Ala) [16]
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Wisrod wielu technik analitycznych stosowanych do badan oddziatywania
w tworzacych sie kompleksach typu ligand-receptor swoje zastosowanie znalazla
réwniez elektroforeza kapilarna. Okazala sie metoda szybka i skuteczng w okresla-
niu powinowactwa pomiedzy wankomycyna i fragmentami peptydowymi. Od kilku
lat prezentowane sa prace ukazujace zalety tej metody. Badania w gtéwnej mierze
przeprowadzone zostaly przy wykorzystaniu prekursora peptydoglikanu UDP-N-
acetylo-p-muramylo-L-Ala-p-Glu-L-Lys-p-Ala-p-Ala wyizolowanego ze szczepu
gronkowca zlocistego 209P oraz prekursora UDP-N-acetylo-p-muramylo-L-Ala-
D-Glu-1-Lys-p-Ala-p-Lac (z L. casei 7469) iUDP-N-acetylo-p-muramylo-L-Ala-p-
Glu-1-Lys-(1-Ala)-p-Ala-p-Lac (L. mesenteroides VR1) [17].

Pomiar wykonano w czasie 20 s przy natezeniu 7 pA, z zastosowaniem buforu
startowego (0,2 M glicyna, 0,03 M Tris) o pH 8,30 i stezeniu ligandu (wankomy-
cyny) w buforze 25 mM. Stezenie nanoszonej probki wynosito 10 uL prekursora
peptydoglikanu i 10 pL tlenku mesitylu. Zmiana czasu ,retencji” z 4,3 min na
3,9 min potwierdzila tworzenie si¢ kompleksu (Rys. 6). Podobna analiza przeprowa-
dzona zostala dla probek, w ktorych C-terminalna reszta p-alaniny zastgpiona byta
p-mleczanem, ale w ich przypadku nie odnotowano zadnej zmiany na chromatogra-
mie. Dodatkowo wykonana analiza Scatchard pozwolita wykresli¢ stala dysocjacji
kompleksu prekursor peptydoglikanu — antybiotyk wynoszaca Kd ~ 62,5 uM (stata
wigzania - binding konstant - Kb ~ 1,6 - 10° M) [16].
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Rysunek 6. Ocena zdolnosci oddzialywania pentapeptydowego prekursora peptydoglikanu (A) S. aureus
209P, (B) L. casei 7469 z wankomycyna przy wykorzystaniu elektroforezy kapilarnej [17]

Figure 6. Evaluation of ability interaction of pentapeptide fragment of peptidoglycan precursor (A)
S. aureus 209P, (B), L. casei 7469 with vancomycin using capillary electrophoresis [17]

Elektroforeza kapilarna coraz czesciej wykorzystywana jest do badania
oddzialywan pomiedzy enzymem a kofaktorem, proteing-cukrem czy peptydem
i antybiotykiem. Zaletg tej metody jest przypisanie réznych funkeji badanej prébece,
zaréwno roli receptora jak i ligandu.
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Inne metody badania wzajemnego oddzialywania w tworzacym si¢ kompleksie
opierajg si¢ na wykorzystaniu poliakrylamidu. Yan wraz z wspdlpracownikami
zmodyfikowal go resztami aminokwasowymi p-Ala, L-Ala, Gly oraz fragmentem
peptydowym p-Ala-p-Ala wbudowane w linker [18]. Petnily one role adsorbentéw.
Poprzez pomiar absorpcji okreslit on wzajemne powinowactwo ,ligandu/adsor-
bentu” do antybiotyku. Zastosowal dwa zwigzki wankomycyne i demetylowanko-
mycyne. Z przeprowadzonych analiz wynikalo, ze pochodna wankomycyny wyka-
zywala si¢ nizsza zdolnoscig adsorpcyjna wzgledem kazdej zastosowanej pochodne;j
poliakrylamidowej, anizeli jej pochodna i do tworzenia kompleksu konieczna jest
obecnos¢ fragmentu dipeptydowego. Demetylowankomycyna dodatkowo tworzyta
kompleks z resztami aminokwasowymi (Rys. 7, Tab. 5) [17].

R
%—CONHCHZCONHCHZCHZNHCOCH2CH2CONHéHCOOH

IV-a (R=CH3;, D - konfiguracja)
IV-b (R=CH3;, L - konfiguracja)
IV-c (R=H)
R R
E—CONHCH2CONHCHZCHZNHCOCHZCHZCON HCL HCONHé HCOOH

V (R=CHj3, D - konfiguracja)

Rysunek 7. Modyfikacja linkeréw fragmentami peptydowymi [18]
Figure 7. Modification linker by peptide fragments [18]
Table 5. Poréwnanie zmian absorpcji zmodyfikowanych dla fragmentéw poliakrylamidu zwigzanych
w kompleksie z demetylowankomycyng lubwankomycyna [18]
Table 5. Comparison of changes absorption for a modified polyacrylamide fragments bound in a complex
with demetylovancomycin or vancomycin [18]
Adsorpcja demetylowankomycyny Adsorpcja wankomycyny
Adsorbent Stezenie Stezenie/unieruchomiony Stezenie Stezenie/unieruchomiony
(mmol/g) ligand (mmol/g) ligand
IV-a 0,35 0,83 - -
IV-b 0,09 - - -
IV-c 0,29 0,56 - -
v 0,59 1,44 0,53 1,29

Modyfikacja poliakrylamidu opierafa si¢ nie tylko na wbudowaniu w jego
strukture fragmentow peptydowych peptydoglikanu lecz réwniez antybiotyku gli-
kopeptydowego. Tego typu prace przedstawil Whitesides i jego wspotpracownicy
(Rys. 8) [19].
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Grupy
fluorescencyjne i
Wankomycyna tancuch
R glikanu™> -

tancuch

poliakrylamidowy /
Wigzanie poprzeczne
w mureinie

D-Ala-D-Ala

Rysunek 8.  Modyfikacja poliakrylamidu grupami fluorescencyjnymi i wankomycyna [19]
Figure 8. Modification of polyacrylamide by fluorescent groups and vancomycin [19]
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Rysunek 9.  Synteza zmodyfikowanej pochodnej wankomycyny [20]
Figure 9. Synthesis of vancomycin derivative [20]
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Model ten wykorzystuje zdolnos¢ tworzenia si¢ kompleksu pomiedzy wanko-
mycyna a C-terminalnym fragmentem dipeptydowym (p-Ala-p-Ala) pochodzacym
z fragmentu mureiny. Zastosowany poliakrylamid pA zmodyfikowany zostat antybio-
tykiem glikopeptydowym — wankomycyna V (stanowiacym 5% polimeru) oraz grupa
fluorescencyjna F (1%) (Rys. 8-10) [19].

NHS NHS NHS NHS NHS
(e} O o

OH
o
. 0
\H ;mc/
H
© Hat CHs
CHz H,C

Rysunek 10. Synteza zmodyfikowanej pochodnej wankomycyny. Warunki syntezy: a) 0,02 ekwiwalentupo-
chodnej fluorescencyjnej, Et,N; b) 0,01 ekwiwalentu pochodnej 5; ¢) NH,H,O (aq) [20]

Figure 10.  Synthesis of modified derivative of vancomycin. Conditions of synthesis: a) 0.02 equiv. fluore-
scence derivative, Et,N; b) 0.01 equiv. derivative 5; ¢) NH,H,O (aq.) [20]

Whbudowanie grup fluorescencyjnych w strukture pA opieralo si¢ na reak-
cji poly(N-akryloloksysukcynimidu) (PNAS) z 5-[(5-aminopentylo)tioureidylo]
fluoresceinag (fluorescein cadaverine) w bezwodnym N,N-dimetyloformamidzie
(DMF) w obecnosci trietyloaminy. Natomiast modyfikacja pA-F wankomycyna
zwigzana byla z przylaczeniem do niej linkera (pochodnej diaminobutylowej),
a nastepnie przy wykorzystaniu srodkow sprzegajacych HOBt i HBTU wbudowanie
jej w strukture poliakrylamidu (Rys. 9 1 10). Iloé¢ przytaczonych grup fluorescencyj-
nych i antybiotyku okreslona zostata na podstawie analizy 1H NMR oraz spektro-
skopii UV-VIS [20, 21].

Badania przeprowadzone zostaly kilkutorowo. Wstepne analizy opieraly sie
na wykorzystaniu SAMs (ang. self-assembledmonolayers) na ktérej zakotwiczone
zostaly fragmenty peptydowe (N-a-Ac-L-Lys-p-Ala-p-Ala) [20, 21]. Powierzchnia



BADANIE ODDZIALY WANIA WANKOMYCYNY 509

SAM zostata zaktywowana poprzez reakcje z HS(CH,) ,(OCH,CH,),OH (1,8 mM)
i HS(CH,),,(OCH,CH,) OCH,COOH (0,2 mM) w etanolu [21]. Wolna grupa kar-
boksylowa zaktywowana zostala N-hydroksysukcynimidem i przylaczony zostat
do niej fragment tripeptydowy. Obecnos¢ fragmentu p-Ala-p-Ala potwierdzona
zostala przy wykorzystaniu techniki spektroskopii w podczerwieni (ang. Polarized
Infrared External Reflectance Spectroscopy, PIERS) [20].
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Rysunek 11.  Model powierzchni samonosnej z wbudowanymi fragmentami peptydowymi D-Ala-D-Ala wyko-
rzystywanej do badania oddzialywania z bifunkcyjnym poliakrylamidem [20]

Figure 11.  Surface model of peptide fragments D-Ala-D-Ala used for studying the effect with bifunctional
polyacrylamide [20]

Tworzace si¢ oddzialywania pomiedzy wankomycyng a fragmentem dipep-
tydowym potwierdzone zostaly przy wykorzystaniu techniki spektroskopii rezo-
nansu powierzchniowego (ang. Surface Plasmon Resonance Spectroscopy, (SPR))
oraz mikroskopu fluorescencyjnego (ang. Fluorescence Microscopy), potwierdzajac
tworzenie si¢ stabilnego kinetycznie kompleksu, dla ktérego k ., (stata szybko$ci roz-
padu) wynosi okoto 2:10° s (Rys. 11) [20, 22].
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Dodatkowo wykorzystanie metody fluorescencyjnej pozwolito na okreslenie
wzajemnego powinowactwa pomiedzy stosowanym antybiotykiem a produktami
odpowiedzi immunologicznej organizmu (przeciwciatami czy makrofagami) lub z
powierzchnig bakterii czy wiruséw, gdzie grupa fluorescencyjna pelni role antygenu
przeciwko ktérym organizm wytwarza specyficzne przeciwciata. Wykazano ponadto
zdolno$¢ tworzenia kompleksu bifunkcyjnegopoliakrylamidu nie tylko z powierzch-
nig SAM lecz réwniez z powierzchnig komorek bakteryjnych. W tym celu wykorzy-
stano hodowle szczepow S. aureus, S. epidermidis, E. coli i E. faecalis. W przypadku
bakterii Gram-ujemnych nie odnotowano tworzenia sie¢ kompleksu, co potwierdza,
ze wankomycyna nie jest skuteczna przeciwko tym bakteriom. Wykorzystanie prze-
ciwcial [IgG(anty-fluor)] i metody cytometrycznej pozwolilo na kontrole wzrostu
komorek bakteryjnych szczepéw podatnych na dzialanie wankomycyny, a takze
stworzylo dodatkowo mozliwo$¢ wykorzystania tej techniki w przypadku szczepow
VRSA [20].

UWAGI KONCOWE

Opracowane metody badan sil oddzialywania pomiedzy wankomycyna a frag-
mentem peptydoglikanu §ciany komorkowej bakterii Gram-dodatniej moga postu-
zy¢ jako nowe techniki szybkiej selekcji nowych potencjalnych antybiotykow, w tym
pochodnych glikopeptydowych. Skrdci to niewatpliwie czas wprowadzenia nowych
lekéw skierowanych do walki z zakazeniami wywolanymi przez bakterie Gram-
-dodatnie, a przede wszystkim S. aureus.
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