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Streszczenie w języku polsku
W części teoretycznej pracy przedstawiono przegląd literatury z zakresu bakteryjnej oporności na antybiotyki, skupiając w szczególności uwagę na bakteryjnych pompach wyrzutu oraz znanych strategiach walki z opornością bakteryjną, wykorzystujących głównie inhibitory pomp wyrzutu (EPI). 

Celem przeprowadzonych badań́ było znalezienie nowych EPI bakteryjnego systemu wyrzutu AcrAB-TolC w grupie aminowych pochodnych 5-arylidenohydantoiny typu ANTI oraz aminowych pochodnych 5-arylidenoimidazolonu. Pochodne 5-arylidenohydantoiny zostały podzielone na trzy grupy (I-III) oraz dodatkową podgrupę (IA) na podstawie różnic w rodzaju linkera oraz podstawnika aminowego. Grupa IA została wyodrębniona z grupy I ze względu na wspólny fragment strukturalny, którym jest podstawnik piperazynowy. Grupa IV objęła aminowe pochodne 5-arylidenoimidazolonu. 

W pierwszym etapie badań otrzymano 32 nowe pochodne 5-arylidenohydantoiny w wyniku modyfikacji chemicznych struktury wiodącej P2. W celu otrzymania nowych pochodnych zostały przeprowadzone trzy- i czteroetapowe syntezy, obejmujące reakcję kondensacji (kondensacja Knoevenagela), N-alkilacje: reakcja Mitsunobu, alkilacja amin, pierwszy etap syntezy Gabriela jak również N-acetylową deprotekcję oraz hydrazynolizę pochodnych ftalimidowych. Struktury nowych pochodnych zostały potwierdzone metodami spektralnymi i chromatograficznymi (1H-NMR, 13C- NMR, IR, LC-MS, analiza elementarna). 

Teoretyczne badania toksyczności otrzymanych pochodnych 5-arylideno- hydantoiny i pochodnych 5-arylidenoimidazolonu oraz przewidywanie ich „lekopodobności” zostały wykonane z wykorzystaniem programu OSIRIS, który bazując na płaskiej strukturze cząsteczki przeprowadził symulację parametrów takich jak: logP, rozpuszczalność́, masa molowa oraz różnych rodzajów toksyczności (mutagenność́, karcinogenność́, działanie drażniące, wpływ na rozrodczość́). 

W kolejnym etapie badań́ związki zostały poddane testom mikrobiologicznym w celu określenia ich aktywności. Do badań́ wykorzystano trzy szczepy bakterii z gatunku Enterobacter aerogenes, różniące się poziomem ekspresji pompy AcrAB (Ea294- szczep pozbawiony białka AcrA, co w rezultacie przyczynia się do braku aktywności całej pompy, Ea289 i CM-64 szczepy z nadekspresją pompy AcrAB). W pierwszym teście wyznaczono wartości minimalnych stężeń́ hamujących (MIC) związków. Miało to na celu określenie wartości stężeń́, odpowiednich do testów z antybiotykami, które wykluczały antybakteryjny wpływ związków na ich potencjalne działanie hamujące. Następnie zbadano wpływ związków na zwiększenie wrażliwości użytych szczepów bakteryjnych na następujące antybiotyki i chemioterapeutyki: kwas nalidyksowy, chloramfenikol, doksycyklinę i erytromycynę. Aktywne związki zwiększały wrażliwość́ szczepów, wykazujących nadekspresję pompy AcrAB, powodując od 4- do 256-krotne obniżenie wartości MIC badanych antybiotyków. Po wyłonieniu najaktywniejszych związków określono ich sposób oddziaływania z antybiotykami na podstawie izobologramów oraz wartości indeksu FIC. Przeważająca większość́ związków w sposób synergistyczny wzmagała działanie badanych antybiotyków. Ostatnim z przeprowadzonych badań́ mikrobiologicznych był test real-time efflux (RTE), który umożliwił bezpośrednie monitorowanie działania pompy przez pomiar zmiany fluorescencji barwnika 1,2’-dinaftyloaminy (1,2’-DNA) w czasie. Otrzymane wyniki wskazały związki zdolne do blokowania wyrzutu barwnika na zewnątrz komórki bakteryjnej. 

Analiza zależności między strukturą a aktywnością (SAR) była ostatnim etapem przeprowadzonych badań́ i pozwoliła na określenie fragmentów strukturalnych pochodnych 5-arylidenohydantoiny i 5-arylidenoimidazolonu istotnych w blokowaniu pompy AcrAB. Analiza wskazała, że obecność́ dużego hydrofobowego podstawnika arylidenowego oraz protowalnego fragmentu zasadowego, zlokalizowanych w znacznej odległości od siebie, jest korzystna dla oddziaływania związków na pompę AcrAB, skutkującego blokowaniem wyrzutu badanych antybiotyków i barwnika 1,2’-DNA. Otrzymane wyniki podkreślają istotną rolę charakteru amfifilowego EPI z grupy 5-arylidenowych pochodnych hydantoiny i imidazolonu. 

Streszczenie w języku angielskim
This dissertation presents a review of the literature in the field of bacterial resistance to antibiotics focusing on bacterial efflux pumps as well as strategies for circumventing the efflux mechanism based mainly on the blocking of pumps by efflux pump inhibitors (EPIs). 

The purpose of this research was to find new EPIs of the AcrAB-TolC efflux system in groups of ANTI amine derivatives of 5-arylidenehydantoin and 5-arylideneimidazolone. Derivatives of 5-arylidenehydantoin were divided into three groups (I-III), with one additional subgroup (IA) from group I, based on the difference in the linkers and the amine substituents. Subgroup IA was separated from the group I due to the presence of the common structural fragment piperazine. Group IV contained derivatives of 5-arylidene- imidazolone. 

In the first stage of the research 32 new derivatives of 5-arylidenehydantoin were obtained as a result of modifications of the lead structure P2. In order to obtain these compounds 3- and 4-step synthetic paths were carried out. These paths included condensation (the Knoevenagel condensation), N-alkylations such as the Mitsunobu reaction, alkylation of amines, the first step of the Gabriel synthesis as well as an N-acetyl deprotection and a cleavage of derivatives of phthalimide by hydrazinolysis. Structures of new derivatives were confirmed by using chromatographic and spectral methods (1H-NMR, 13C- NMR, IR, LC-MS, elemental analysis). 

Theoretical screening of the toxicity risk as well as the prediction of drug-like properties the of 5-arylidenehydantoins synthesised and the 5-arylideneimidazolones were performed by using the OSIRIS program which calculates various drug-relevant properties (e.g. log P, solubility, molecular weight, mutagenicity, tumorigenicity, irritating effects, reproductive effects) based on a planar structure of the molecule. 

In the next stage of the research the activity of compounds was evaluated in microbiological studies. Three strains of Enterobacter aerogenes with different expressions of the AcrAB efflux pump were used (Ea294- without the AcrA protein which results in a lack of activity of the AcrAB-TolC pump, Ea289 and CM-64- overexpressing AcrAB-TolC). The first study carried out was a susceptibility test determining the MICs of compounds in order to find a concentration that could be used in combination with antibiotics without the 

influence of an intrinsic antibacterial activity of the compounds. Then the effect of the compounds on bacterial susceptibility to antibiotics such as nalidixic acid, chloramphenicol, doxycycline and erythromycin was examined. The active compounds found showed the ability to increase susceptibility to antibiotics of strains overexpressing the AcrAB efflux pump causing from a 4-fold to a 256-fold decrease in their MICs. After the most active compounds were detected, their type of cooperation with antibiotics was determined based on isobolograms and the FIC index calculated. The vast majority of compounds synergistically enhanced the activity of tested antibiotics. The last of microbiological studies performed was the real-time efflux (RTE) assay which used the fluorescent dye 1,2’-dinaphthylamine and allowed the functioning of the pump to be monitored directly. The results of this assay distinguished compounds with the ability to block the expulsion of the dye to the outside of the bacterial cell. 

The structure-activity relationship (SAR) analysis which was the last stage of the research allowed the identification of structural fragments which could be essential for blocking the AcrAB pump by 5-arylidene derivatives of hydantoin and imidazolone. It was found that the presence in the structure of a big hydrophobic arylidene substituent as well as a basic ionisable fragment located at a considerable distance from each other is profitable for affecting the AcrAB pump, thus blocking the efflux of nalidixic acid, chloramphenicol, doxycycline, erythromycin and 1,2’-DNA. These results emphasized the essential role of the amphiphilic nature of the EPIs from the group of arylidene derivatives of hydantoin and imidazolone. 

