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Streszczenie

Amfoterycyna B (AmB), polienowy antybiotyk makrolidowy, od blisko 50 lat

pozostaje najwazniejszym lekiem stosowanym w terapii grzybic uktadowych. Badania
nad projektowaniem i synteza pochodnych AmB prowadzone w Katedrze Technologii
Lekéw 1 Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej zmierzaja do
otrzymania preparatu pozbawionego gtownych wad tego cennego antybiotyku tj.
toksycznosci 1 stabej rozpuszczalnosci w wodzie. Istotnym osiagnigciem w tym zakresie
byto otrzymanie pochodnych z zawada przestrzenna zlokalizowana w ,,polarnej glowie”
czasteczki AmB. Zwiazki te, w zaleznosci od ich struktury, zachowuja w réznym
stopniu aktywno$¢ przeciwgrzybowa wyjsciowego antybiotyku, a rdéwnoczesnie
wykazuja obnizong toksyczno$¢ w stosunku do komorek zwierzgcych.
Badania prezentowane w ramach niniejszej rozprawy koncentruja si¢ na poznaniu i
wyjasnieniu molekularnych mechanizmoéw lezacych u podstaw poprawy selektywne]
toksycznosci tej grupy pochodnych AmB jak réwniez ich aktywnosci wzgledem
opornych szczepow grzybowych. Pelne zrozumienie tychze zjawisk wymaga
uwzglednienia zaréwno wilasciwos$ci fizykochemicznych badanych zwiazkow jak i ich
oddziatywan w uktadach komoérkowych oraz modelowych uktadach molekularnych.

Zakres przeprowadzonych badan obejmuje: 1) og6élna charakterystyke
selektywnej toksycznosci wytypowanych zwiazkow; 2) charakterystyke wrazliwosci
szczepOw reprezentujacych rézne mechanizmy opornosci tj. mutantow ergosterolowych
Candida albicans posiadajacych defekt w szlaku biosyntezy ergosterolu (opornosc¢
specyficzna) oraz  wielolekoopornych  szczepow  Saccharomyces — cerevisiae,
wyposazonych w btonowe pompy eksportujace z nadrodzin ABC i MFS (opornos¢
MDR); 3) analizg sktadu roztworéw wodnych AmB i wybranych pochodnych pod
wzgledem stopnia agregacji czasteczek (techniki chemometryczne: PCA, MCR-ALS);
4) okreslenie wydajnosci kanatow btonowych indukowanych przez AmB i pochodne w
pecherzykach lipidowych zawierajacych odpowiednio ergo- lub cholesterol.

W oparciu o uzyskane wyniki stwierdzono, iz wszystkie testowane pochodne
charakteryzuje w uktadach in vitro zredukowana w stosunku do antybiotyku
macierzystego toksycznos¢, a jednoczes$nie zwiazki te, podobnie jak AmB, hamuja
wzrost 1 dziataja grzybobojczo, co jest szczegodlnie istotne, rowniez wobec opornych
szczepow grzybowych.

Badania prowadzone nad dzialaniem AmB 1 pochodnych na mutanty
ergosterolowe C. albicans wykazatly, iz obecno$¢ i struktura sterolu w btonie komoérek
grzybowych nie sa jedynymi czynnikami determinujacymi powinowactwo do komorki,
chociaz w istotny sposob wptywaja na stopien jej wrazliwosci. W przypadku mutantow
erg (erg-2, erg-16) zaobserwowano obnizenie aktywno$ci permeabilizacyjnej
testowanych zwiazkoéw, badanej zaréwno w oparciu o ruch protonéw (H'), wyplyw
jonow potasu (K", jak i kinetyke wymiany H/K". Jednoczesnie stosujac odpowiednie
sondy btonowe stwierdzono, iz ilo$¢ antybiotyku zwiazanego z btona wyznaczona dla
AmB i pochodnych, przyjmuje zblizone wartosci w komorkach szczepu dzikiego (C.a)
jak 1 mutantow niezdolnych do biosyntezy ergosterolu. Wyniki te wydaja sig
sugerowaé, ze obserwowane roznice w aktywnosci testowanych zwiazkow moga by¢
konsekwencja réznic w kompleksowaniu tychze zwiazkow z fosfolipidami bton
zawierajacych sterole o zmodyfikowanej w stosunku do ergosterolu strukturze.

Nie stwierdzono zasadniczych réznic w mechanizmie dzialania AmB i1 pochodnych w
stosunku do komorek S. cerevisiae wrazliwych 1 z wyksztalcona opornoscia
wielolekowa. Mutanty MDR zawierajace pompy btonowe dwoch rodzajow: ABC
(ADCDR2) oraz MFS (ADCaMDR1) zachowuja podobna wrazliwo$¢ jak szczep



wyjsciowy (AD1234568), co potwierdzono w testach dlugiego (MIC, MFC) jak i
krétkiego dziatania (ruch jonéw H', K). W oparciu o fluorescencyjna metode transferu
energii ustalono, ze: i) AmB 1 pochodne wykazuja podobne powinowactwo w stosunku
do wszystkich badanych szczepoéw wielolekoopornych, niezaleznie od typu posiadanych
przez nie transporterOw btonowych; ii) glukoza, jako zrédto energii nie ma wptywu na
przebieg wygaszania fluorescencji sondy TMA-DPH w komorkach szczepow MDR,
zarowno znajdujacych si¢ w fazie stacjonarnej jak i metabolizujacych. Dodatkowo, w
eksperymentach z komorkami szczepodw wielolekopopornych znakowanych rodaming
6G nie stwierdzono kompetycji w transporcie barwnika zachodzacego za
posrednictwem transportera Cdr2p. Obserwacje te wydaja si¢ jednoznacznie
wskazywaé, ze zachowanie aktywnosci AmB i pochodnych wobec szczepéw MDR
wynika z faktu, iz zwiazki te nie sa substratami btonowych pomp eksportujacych,
prawdopodobnie z uwagi na duze rozmiary czasteczek.

Przebieg procesu agregacji oraz okreSlenie stopnia agregacji badanych
zwiazkdw w roztworach wodnych o réznym sktadzie przeprowadzono w oparciu o
spektroskopi¢ absorpcyjna UV-VIS. Analiza otrzymanych zestawéw widm zostala
wykonana z zastosowaniem zaawansowanych technik chemometrycznych (PCA, MCR-
ALS), co pozwolito na identyfikacjg¢ liczby i typéw form spektralnych. Stwierdzono, iz
w roztworach wodnych AmB i pochodnych wspdtistnieja co najmniej 4 formy
spektralne: monomer (M) oraz 3 typy agregatow (X, Y, A) o rdznym stopniu
zagregowania i réznej rozpuszczalnosci. Widma poszczegdlnych form spektralnych nie
zaleza od sktadu roztworu (rézne bufory, rézna sila jonowa). Niemniej jednak sktad
srodowiska wodnego (rézne bufory, rozna sila jonowa), podobnie jak typ pochodnej,
decyduje o stgzeniu antybiotyku, przy ktérym poszczeg6lne formy spektralne wystepuja
w przewadze.

Nie zaobserwowano jednakze wystgpowania wyraznych relacji pomigedzy struktura
roztworu a efektem biologicznym dziatania badanych pochodnych AmB. W
srodowiskach wodnych proporcje poszczegdlnych form spektralnych, oszacowane w
oparciu o skonstruowany model agregacji, zmieniaja si¢ drastycznie w zaleznosci od
obecnosci réznych soli.

Wyniki badan nad wptywem bialek surowicy ludzkiej na proces agregacji AmB i
pochodnych wydaja si¢ sugerowad, ze nie tyle sam stopien agregacji, co raczej
organizacja formowanych agregatéw jest czynnikiem o istotnym znaczeniu dla zjawiska
selektywnej toksycznosci.

Wykonany metoda fluorymetryczna pomiar aktywno$ci permeabilizacyjnej
AmB 1 wybranych pochodnych wzgledem pegcherzykéw ergo- i cholesterolowych
wskazuje na mozliwos$¢ istnienia réznych mechanizméw zwigkszania przepuszczalnosci
btony w zaleznosci od jej skladu sterolowego oraz struktury zwiazku. Pochodne o
najwyzszej selektywnosci - MFAME oraz PAMB nie sa zdolne do indukowania
funkcjonalnych kanatow w pecherzykach zawierajacych cholesterol, podczas gdy
kanaty takie powstaja bez przeszkéd w pecherzykach zawierajacych ergosterol. Ich
dzialanie permeabilizacyjne w odréznieniu od pozostatych testowanych zwiazkéw jest
obserwowalne jednakze dopiero w bardzo wysokich st¢zeniach sugerujac, ze w tym
przypadku chodzi o niespecyficzne dziatanie detergentowe.

Wyniki przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy badan pozwalaja na
postulowanie, iz prawdopodobnie poprawa selektywnej toksycznosci pochodnych AmB
z zawada przestrzenna jest w gléwnej mierze efektem rdéznic w zdolnosci do
formowania kanaléw niezaleznej od zdolnosci kompleksowania si¢ ze sterolami w
komoérkach zawierajacych w blonach odpowiednio ergo- i cholesterol. Niemniej jednak
pelne wyjasnienie natury selektywnego dzialania tego typu zwiazkéw wymaga



kontynuacji szeroko zakrojonych badan zaréwno eksperymentalnych jak i1
teoretycznych obejmujacych metody modelowania molekularnego.

Wykaz skrotow

AAG - ang. human a, - acid glycoprotein; ludzka kwasna a, - glikoproteina

ABC - ang. ATP-Binding Cassette

AIDS - ang. Aquired Immunodeficiency Syndrome; zesp6t nabytego braku odpornosci

AM3 - ang. Antibiotic Medium 3; pozywka

AMA - amid 3-dimetyloaminopropylowy amfoterycyny B

AmB - amfoterycyna B

AMPA - amid 4-metylopiperazynowy amfoterycyny B

ATCC - ang. American Type Culture Collection

CD - spektroskopia dichroizmu kolowego

c.f.u. - ang. colony forming units; zdolno$¢ komorek do tworzenia kolonii

DMSO - dimetylosulfotlenek

DPH - 1,6-difenyloheksa-1,3,5-trien

DS - ang. Derivative Spectroscopy; spektrofotometria pochodnych

EHs - stezenie zwiazku indukujace 50% wyplywu hemoglobiny z krwinek
czerwonych

EKsp - stezenie zwiazku indukujace 50% wyplywu potasu z krwinek czerwonych

EPC - fosfatydylocholina izolowana z z6ltka jaja kurzego

FCCP - karbonylocyjanido p-(trifluorometoksy)fenylohydrazon

HSA - ang. human serum albumin; albumina surowicy ludzkiej

K - N-O-t-butylotyrozylo amfoterycyna B

Ky - N-O%- t-butyloaspartylo amfoterycyna B

Kio - N-O’- t-butyloglutamylo amfoterycyna B

Kis - N-O-t-butyloserylo amfoterycyna B

K7 - N-O-t-butylotreonylo amfoterycyna B

Ko - D-prolilo amfoterycyna B

K> - 4-hydroksy-prolilo amfoterycyna B

K> - D-tryptofanylo amfoterycyna B

Ky - N-O%- benzyloaspartylo amfoterycyna B

K34 - N-O-t-butylo-D-treonylo amfoterycyna B

K3s - N-O-t-butylo-D-tyrozylo amfoterycyna B

LUV -ang. large unilamellar vesicles; duze jednowarstowe pecherzyki lipidowe

MCR-ALS - ang. Multivariate Curve Resolution-Alternating Least Squares

MDR - ang. Multidrug Resistance; wielolekoopornosé¢

MFAME - ester metylowy N-metylo-N-D-fruktopyranozylo amfoterycyny B

MSD - ang. Membrane Spanning Domains

MFC - ang. Minimal Fungicidal Concentration; minimalne st¢zenie zwiazku
wywolujace efekt bojczy

MFS - ang. Major Facilitator Superfamily

MIC - ang. Minimal Inhibitory Concentration; minimalne st¢zenie zwiazku
powodujace zahamowanie wzrostu drobnoustrojow

MMC - ang. Maximal Monomer Concentration

NSD - ang. Numerical Spectrum Decomposition; numeryczna dekompozycja widm

oD - ang. Optical Density; ggsto$¢ optyczna

IP.NMR - spektroskopia fosforowego magnetycznego rezonansu jadrowego



PAMB - N-1-piperydynopropionylo amfoterycyna B

PBS - bufor o sktadzie: 155 mM NaCl, 7mM Na,HPO4/NaH,PO,, pH 7,4

PCA - ang. Principle Component Analysis; metoda gtéwnych sktadowych

PAME - ester metylowy 1-piperydopropionylo amfoterycyny B

REV - duze jednowarstwowe pecherzyki lipidowe otrzymywane metoda faz
odwréconych (ang. reverse phase evaporation)

R6G - rodamina 6G

TRIS - 2-amino-2 -(hydroksymetylo)-1,3-propanodiol; bufor o pH 6,8

SAME - ester metylowy N-(N’-3-dimetyloaminopropylosukcynimido amfoterycyny B

SLN - ang. solid lipid nanoparticle

tso - czas wyplywu 50% potasu wewnatrzkomorkowego z komorek grzybowych
traktowanych antybiotykiem o stezeniu 10 uM

t30 - czas wyptywu 30% potasu wewnatrzkomérkowego z komorek grzybowych

traktowanych antybiotykiem o stezeniu 10 uM
TMA-DPH - p-toulenosulfonian 1-[4 -trimetylo aminofenylo)] — 6-fenylohexa-1,3,5- trienu
TMD - ang. Transmembrane Domain

TMS - ang. Transmembrane Segments

YNBG - ang. Yeast Nitrogen Base/Glucose; pozywka
uv - promieniowanie w zakresie ultrafioletu

VIS - promieniowanie w zakresie widzialnym



1. Wstep

Uktadowe infekcje grzybowe stanowia powazne wyzwanie dla wspodlczesnej
chemoterapii zwtaszcza w obliczu notowanego statego wzrostu czgstosci wystgpowania
tego typu schorzen w odpowiedzi na immunosupresj¢ obserwowana u pacjentow po
transplantacji organow, szpiku kostnego, cierpiacych na choroby nowotworowe lub
AIDS, jak réwniez w konsekwencji masowego stosowania antybiotykow
przeciwbakteryjnych o szerokim spektrum dziatania, prowadzacego do zachwiania
rOwnowagi biocenotycznej u pacjentow [1]. W praktyce klinicznej dominujace sa
infekcje wywotane przez gatunki z rodzajow Candida 1 Aspergillus, niemniej jednak
niepokojacym zjawiskiem jest uaktywnienie si¢ jako patogenow rzadko spotykanych
oportunistycznych grzybéw takich jak: Trichosporon beigelii, szczepy Fusarium,
Pseudallescheria boydii oraz plesni klasy Zygomycetes. Podobna tendencj¢ obserwuje
si¢ dla gatunkéw egzystujacych w rejonach endemicznych np. Histoplasma capsulatum,
Paracocidioides brasiliensis, Penicillium marneffei, czy Coccidioides immitis, ktore
wykazuja duzy potencjat patogenny i zdolno$¢ do wywotywania réznorodnych infekcji

w zakresie od grzybic powierzchniowych po grzybice uktadowe [2,3].

Skuteczna terapi¢ uktadowych infekcji grzybowych utrudniaja dwa glowne
problemy:

1) niska selektywnos¢ dziatania lekow przeciwgrzybiczych,
uwarunkowana bliskim podobienstwem na poziomie molekularnym
eukariotycznych komorek patogenéw grzybowych i komoérek ssakow

2) wystepowanie opornosci szczepow grzybowych, w tym przede
wszystkim opornosci wielolekowej (MDR, ang. Multidrug Resistance),
zwiazane] z nadekspresja w opornych szczepach grzybowych
eksportujacych ksenobiotyki pomp btonowych o szerokim spektrum
substratowym,  obejmujacym  wigkszos¢  dostgpnych  lekow

przeciwgrzybowych.

Zestawienie najwazniejszych lekéw  przeciwgrzybowych majacych  obecnie
zastosowanie w praktyce klinicznej jak rowniez wybranych preparatow znajdujacych
si¢ na réznych etapach badan przedklinicznych i klicznych przedstawiono w Tab. 1.

Zaden z wymienionych zwiazkoéw nie spelnia jednak wszystkich wymagan



optymalnego

chemoterapeutyku

przeciwgrzybowego

obejmujacych nastgpujace

elementy: wysoka aktywno$¢, szerokie spektrum dziatania, efekt grzybobodjczy (nie

grzybostatyczny), brak indukowania opornosci specyficznej, aktywnos¢ wzgledem

szczepOow z opornoscig wielolekowa, niska toksyczno$¢ [4].

Tabela 1. Zestawienie najwazniejszych lekéw stosowanych obecnie w terapii zakazen
grzybiczych oraz nowych preparatéw znajdujacych sie w fazie badan [5-14].

Zwiazek Mechanizm dzialania Mechanizm opornosci Spektrum/Toksyczno$é
Makrolidy polienowe
Amfoterycyna B Whnikanie do blony e Zmiany w sktadzie lipidéw blonowych, | Pierwotna oporno$¢ obserwowana u
(Fungizon) cytoplazmatycznej, gtéwnie ergosterolu Psudallesheria boydii, Scedosporium spp.,
oddziatywanie z ergosterolem, e Wzrost aktywnosci katalaz Aspergiilus terrerus, A. flavus; opornos¢
wzrost permeabilizacji dla pierwotna i wtérna notowana dla rzadkich
kationéw jedno- i drozdzy (Trichosporon beigelli, Candida
dwuwartosciowych, $§mier¢ lusitanea, C. guilliermondii);
komorki nefrotoksycznos¢, anemia hemolityczna,
uszkodzenie centralnego systemu nerwowego,
kardiotoksyczno$¢
Lipidowe kompleksy AmB .
(Alr)nbisome, Abgzlect,y Podobny do AmB Brak doniesien Spel?t?“m podobne do AMB (Fungizon),
zmniejszona toksyczno$é
Amphotec)

Liposomalna nystatyna
(Nyotran)

Podobny do AmB

Brak doniesien

Spektrum podobne do lipidowych formulacji
AmB

Fluoropirymidyny

Flucytozyna (Ancobon)

Selektywna konwersja do
toksycznego intermediatu (5 - FU),
Interferencja z synteza DNA/RNA

o Defekt permazy cytozyny

e Niedobor lub brak enzymow
zaangazowanych w metabolizm 5-FC

e Deregulacja szlaku biosyntezy
pirymidyn

Waskie spektrum przeciwgrzybowe; pierwotna
oporno$¢ u plesni (Aspergillus spp.);
gwaltowny rozwdj opornosci wtornej u
Candida i Cryptococcus spp. w przypadku
monoterapii 5-FC; toksyczno$¢ (anemia,
lekopenia, trombocytopenia)

Azole

Ketokonazol (Nizoral)
Flukonazol (Diflukan)

Itrakonazol (Soranox)

Selektywna inhibicja zaleznej od
cytochromu P-450 14-0-
demetylazy lanosterolu; zmiany w
strukturze i funkcjonowaniu btony

Uposledzenie akumulacji zwiazkow w
wyniku wyrzutu poza komorke za
posrednictwem pomp wielolekowych
(ABC, MFS)

e Mutacje genu kodujacego 14-a-
demetylazg lanosterolu (ERG!I)
prowadzace do zmian w

Aktywnos¢ statyczna dla drozdzy, grzybow
dimorficznych, dermatofitow; toksycznos¢
(ginekomastia, hapatotoksycznos¢)

Szerokie spektrum tacznie z Apergillus spp.

Voriconazol cytoplazmatycznej powinowactwie zwiazkéw do enzymu ! 1
Posakonazol* o Nadprodukcja ERG11p oraz opornymi na flucytozyng gatunkami
Ravukonazol* e Zmiany w szlaku biosyntezy Candida
ergosterolu
Alliloaminy

Terbinafina (Lamisil)

Inhibicja epoksydazy skwalenowej

e Nadekspresja pomp wielolekowych
(CDR1, CDR2, CaMDRI)

Aktywno$¢ ograniczona do dermatofitow;
zastosowanie w terapii grzybic
powierzchniowych

Morfoliny

Amorolfina

Inhibicja A reduktazy oraz A”*
izomerazy sterolowe;j

o Nadekspresja genow kodujacych A"
reduktazg (ERG24) lub C24 (28)
reduktazg (ERG4)

e Nadekspresja pomp wielolekowych
(CDRI1, CDR2)

Dziatanie fungistatyczne i grzybobojcze
wobec dermatofitow i drozdzakow

Echinokandyny




Kapsofungina (Cancidas)
Mikafungina (FK463)*
V-echinokandyna*

Inhibicja syntazy B-1, 3- glukanu
Sciany komorkowej grzybow;
wzrost wrazliwo$ci na lize
osmotyczng

e Mutacje genu kodujacego syntazg -1,3
glukanu prowadzace do zmian w
powinowactwie enzymu

Szerokie spektrum za wyjatkiem
Cryptococcus, Fusarium, Sporothrix,
Trichosporon spp.

Roézne

Nikkomycyna Z*

Inhibicja syntazy chityny

e Zmiana spektrum substratowego badz
zanik permeaz oligopeptydowych

Ograniczone dziatanie wobec Candida spp.,
zwigkszona aktywno$¢ w stosunku do
grzybow o duzej zawartosci chitytny w $cianie
komoérkowej takich jak np. Coccidioides
immitis czy Blastomyces dermatidis

FMDP-peptydy*

Inhibicja syntazy glukozamino -6-
fosforanu

e Zanik permeaz oligopeptydowych

Wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybowa i
przeciwbakteryjna wobec szerokiego spektrum
drobnoustrojowego; niekorzystne parametry
farmakokinetyczne, niestabilno$¢ w surowicy
krwi

Pradymicyny*
(BMS 181184)

Tworzenie kompleksoéw z
mannoproteinami

Brak doniesien

Dziatanie fungicydne wobec dermatofitow i
grzybow filamentujacych,; opornosé
obserwowana w przypadku Fusarium spp;
toksycznos$¢ (hapatotoksycznosc¢, indukowanie
apoptozy)

Sordaryny* Wysoka aktywnos$¢ w stosunku do
o . . patogennych grzybow, tacznie z Candida spp.,
Inhibicja czynnika elongacyjnego Brak doniesien C. neoformans, P. carinii, oraz niektoérych
EFT2 . . .
grzybow filamentujacych (Aspergillus falvus,
A. fumigatus)
Kationowe peptydy Indukowanie zmian w strukturze

przeciwdrobnoustrojowe*
(Histatyna )

btony plazmatycznej

(w przypadku histatyn -
zaburzenia w funkcjonowaniu
mitochondrium )

e Utrata funkcji mitochondrialych

Dziatanie fungicydne w stosunku do C.
albicans, C. neoformans, A. fumigatus,
obnizona aktywnos$¢ wobec C. glabrata

*w fazie badan

Brak chemoterapeutyku przeciwgrzybowego o pozadanych cechach sktania do

intensywnych  poszukiwan

nowych,

ulepszonych  preparatow o

dziataniu

przeciwgrzybiczym. Poszukiwania te prowadzone sa w oparciu o réznorodne strategie,
ktore zasadniczo koncentruja si¢ na:
» poszukiwaniu nowych celow molekularnych dla chemoterapeutykoéw
przeciwgrzybowych i projektowaniu zwiazkéw wykorzystujacych te cele
» poprawie wlasciwo$ci zwiazkow znanych na drodze racjonalnych
modyfikacji ich struktury

» opracowaniu nowych form leku.

Od ponad 40 lat jedynym lekiem taczacym w sobie wigkszo$¢ cech dobrego
antybiotyku przeciwgrzybowego pozostaje amfoterycyna B (AmB) (Rys. 1), stosowana
jako lek z wyboru w leczeniu grzybic uktadowych i rozsianych, jak réwniez w terapii
niektorych zakazen pierwotniakowych (Leishmania braziliensis, Leishmania donovani)
[15,16], chordéb prionowych [17] oraz infekcji wywotywanych przez Plasmodium
falciparum [18]. Niemniej jednak mimo licznych zalet zwiazek ten jest jednym z
najbardziej toksycznych chemoterapeutykow, wywolujacym wiele powaznych efektow

ubocznych (Tab.1). Ponadto zastosowanie kliniczne AmB w znacznym stopniu limituje
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rowniez jej staba rozpuszczalnos¢ w wodzie, utrudniajaca podawanie leku [19]. Do
niedawna jedyna dostgpna komerycyjnie forma AmB byl Fungizon, buforowany
kompleks antybiotyku z detergentem, deoksycholanem sodu. Ten anionowy surfaktant

tworzy micelarng zawiesing antybiotyku, ktora moze by¢ podawana dozylnie [19,20].

Rys. 1. Struktura chemiczna amfoterycyny B.

Wprowadzenie do lecznictwa lipozomalnej AmB (Ambisome, Ampholiposome) oraz jej
kompleksow z fosfolipidami (Abelect, ABLC) 1 siarczanem cholesterolu
(Amphocil/Amphotec, ABCD) pozwolilo na znaczna redukcje toksycznos$ci, przy
jednoczesnym zachowaniu skutecznosci dzialania poréwnywalnej do Fungizonu [21-
25]. Za najbardziej prawdopodobna przyczyneg poprawy indeksu terapeutycznego tych
preparatOow uwaza si¢ monomeryzacj¢ antybiotyku. Przypuszcza sig, ze preparaty
lipidowe dzialaja jako rezerwuary wolnej, monomerycznej AmB, ktdra uznawana jest
za aktywna 1 nietoksyczna form¢ antybiotyku, natomiast obecnos¢ detergentu zapobiega
procesowi agregacji [26]. Niestety, nowe formy AmB w znacznym stopniu zmieniaja
wilasciwosci  farmakokinetyczne  wyjSciowego antybiotyku, a konsekwencje
fizjologiczne tych zmian nie zostaty jak dotad do konca wyjasnione. Ponadto wysoki
koszt terapii ogranicza powszechne stosowanie tych preparatow [27].

Poszukiwania optymalnej formy leku ciagle trwaja. Niezwykle obiecujaca
wydaje sig, zaproponowana ostatnio, mozliwo$¢ zastosowania nanoczastek jako
nowego nosnika AmB. W strukturach tego typu antybiotyk jest inkorporowany do
lipidowych nanosfer badz rozpuszczany w matriks lipidowej, a nastgpnie uwalniany na
drodze dyfuzji 1 erozji czastek. W badaniach na myszach potwierdzono efektywno$¢
dziatania kilku eksperymentalnych form antybiotyku opracowanych zgodnie z ta
koncepcja m.in. NS-718 (Nippon Shinyaku Co., Japan) [28,29] oraz SLN (ang. solid
lipid nanoparticle) [30,31]. Zaleta nanoczastek w poréwnaniu do form lipozomalnych
jest przede wszystkim niski koszt produkcji oraz zdecydowanie wigksza stabilnosc.

Wsrod innych eksperymentalnych formulacji AmB szereg korzystnych wlasciwosci,
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facznie z odpornoscia na degradacje w przewodzie pokarmowym, stwierdzono w
przypadku CAMB  (Cochelates), zawierajacych antybiotyk zamknigty w
wielocylindrycznych micellach formowanych spontanicznie w obecno$ci jondw wapnia
w zawiesinie fosfatydyloseryny [32,33,34]. Znane sa rowniez konjugaty AmB z
biodegradowalnymi rozpuszczalnymi w wodzie polimerami jak np. arabinogalaktanem,
ktore jak si¢ przypuszcza na podstawie wstgpnych badan, moga w korzystny sposob
modulowa¢ farmakokinetyke leku [35,36,37].

Alternatywna droga poprawy indeksu terapeutycznego AmB sa chemiczne
modyfikacje jej struktury. Strategia ta stosowana jest od wielu lat w Katedrze
Technologii Lekéw 1 Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej w
grupie badawczej kierowanej przez prof. E. Borowskiego, gdzie prowadzi si¢ badania
nad projektowaniem i synteza pochodnych AmB, zmierzajace do otrzymania preparatu
pozbawionego gléwnych wad tego cennego antybiotyku tj. toksyczno$ci i stabej
rozpuszczalnosci [4]. Osiagnigto juz zdecydowany postep w poprawie rozpuszczalnosci
pochodnych AmB [38] i pierwsze wyniki wskazujace na mozliwo$¢ uzyskania na
drodze modyfikacji chemicznych pochodnych o radykalnie obniZzonej toksycznoS$ci
[4,39,40]. Wedlug najbardziej prawdopodobnej hipotezy, sformutowanej przez E.
Borowskiego, czynnikiem struktury pochodnych AmB odpowiedzialnym za istotna
poprawe selektywnej toksycznosci jest duzy objetosciowy podstawnik w obrebie
»Zlowy polarnej” czasteczki antybiotyku, zdolny do indukowania efektu zawady
sterycznej [4,41-44]. Przypuszcza si¢, i1z mechanizm wysokiej selektywnosci
zawadzonych przestrzennie pochodnych polega na braku lub ograniczonej zdolno$ci
tego typu zwiazkéw do agregowania si¢ z wystepujacym w komorkach zwierzgcych
cholesterolem w letalny (permeabilizujacy) kanat, pomimo zachowanego
powinowactwa do tego sterolu i zdolnosci do tworzenia kompleksu pierwotnego.
Zjawisko to nie wystepuje w przypadku komorek grzybowych, gdzie kompleksy
antybiotyk-ergosterol formuja efektywnie dziatajace kanaly bez przeszkod.
Proponowana koncepcja mechanizmu selektywnej toksycznosci tej cennej pod
wzgledem wiasciwosci grupy pochodnych AmB wymaga weryfikacji oraz dalszych
dogtebnych badan, przede wszystkim obejmujacych wigksza liczb¢ pochodnych AmB o
zwigkszonej selektywnej toksycznosci. Ponadto z punktu widzenia mozliwosci
zastosowania niskotoksycznych pochodnych AmB w terapii niezb¢dnym elementem,
ktory nalezy uwzgledni¢ w prowadzonych badaniach jest aktywnos$¢ tych zwiazkow

wobec opornych szczepow grzybowych, zaréwno tych o opornosci specyficznej
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(mutanty sterolowe) jak i1 wielolekoopornych (MDR). Zwlaszcza ten drugi aspekt
dotyczacy problemu opornosci wielolekowej ma obecnie niezwykle istotne znaczenie.
AmB zachowuje bowiem unikalng wséréd zwiazkéw przeciwgrzybowych aktywnosé
wobec szczepéw MDR [45], niemniej jednak mechanizm tego zjawiska nie zostat jak
dotad wyjasniony. Niewiele jest rowniez danych o aktywnosci pochodnych AmB
wzgledem szczepéw MDR. Pochodna N-alkilowa, MFAME [46] wykazuje taka
aktywno$¢, jednakze mechanizm tego zjawiska rowniez nie jest znany. Liczna,
otrzymana ostatnio, nowa grupa zawadzonych przestrzennie N-aminoacylowych
pochodnych AmB, modulujaca korzystnie selektywna toksycznos¢ [40] moze
dostarczy¢ szerszych informacji na temat wplywu modyfikacji chemicznych AmB na
zachowanie aktywnosci zwiazkow wzgledem szczepoéw MDR.

Racjonalne poszukiwanie pochodnych AmB o pozadanych cechach
farmakologicznych 1 fizykochemicznych wymaga zatem wyjasnienia szeregu
problemow dotyczacych mechanizmu wtasciwosci tej klasy zwiazkow na poziomie
molekularnym. Niniejsza praca doktorska stanowi probe znalezienia odpowiedzi na

niektore z tych problemow.
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2. Czesc teoretyczna

2.1. Mechanizm dziatania amfoterycyny B

Wrazliwo$¢ komoérek na AmB i wigkszosci innych makrolidéw polienowych jest
uwarunkowana wystepowaniem w ich btonie komoérkowej steroli: gléwnie ergosterolu
(grzyby) lub cholesterolu (komorki zwierzece). Istnieje wiele dowodow
eksperymentalnych potwierdzajacych stuszno$¢ hipotezy sterolowej dzialania AmB.
Wykazano m.in, ze:

» spektrum antybiotyczne AmB  obejmuje  jedynie  drobnoustroje
eukariotyczne, gldwnie te zawierajace ergosterol [47]

» wystgpowanie opornosci na polieny jest wynikiem obnizenia zawartosci
sterolu w komorkach lub zmian w jego strukturze [48,49]

» wrazliwos$¢ komorek zwierzecych na AmB jest spowodowana obecnoscia
cholesterolu [19,50].

Efekty indukowane przez AmB w komorkach grzybowych jak i zwierzgcych
maja charakter plejotropowy i zaleza od wielu réznych czynnikow, takich jak: stgzenie
antybiotyku, sposéb dawkowania, sktad podtoza oraz inne warunki eksperymentalne.
Jak wykazano, w zakresie niskich stgzen antybiotyk dziala wobec komorek
patogennych statycznie hamujac ich wzrost, podczas gdy w wyzszych st¢zeniach
wywoluje efekt bojczy prowadzac do $mierci [50]. Zaobserwowano, ze wzbogacenie
podtoza wzrostowego kationami np. Mg i K ochrania w specyficzny sposob komoérki
grzybowe przed dziataniem AmB [51]. W okreslonych warunkach moze dochodzi¢
nawet do odwracania i reperacji uszkodzen wywotanych przez antybiotyk zar6wno w
komorkach grzybowych jak i zwierzg¢cych [52-54]. Z kolei w komorkach traktowanych
AmB w dawkach subpermeabilizujacych stwierdza si¢ zdolno$¢ antybiotyku do
stymulacji niektoérych funkcji komodrkowych. W komorkach C. albicans wzrost
zdolnosci do tworzenia kolonii [55] indukowany przez AmB, przypisano wiazaniu
antybiotyku z kwasami tluszczowymi $ciany komorkowej. Wnioskowanie to zostato

poparte wynikami badan nad mikonazolem, w przypadku ktérego to zwiazku
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zaobserwowano bardzo podobny efekt. Stymulacyjna aktywno$¢ AmB potwierdzono
rowniez dla komodrek zwierzecych, w tym komoérek systemu immunologicznego.
Antybiotyk przejawia zdolno$¢ nie tylko do indukcji dla tego typu komorek wzrostu
kolonii, ale rowniez stymuluje syntezg DNA, RNA i biatek [56].

Mimo intensywnych badan, doktadny mechanizm dzialania AmB nie zostat jak
dotad do konca wyjasniony. Przyjmuje si¢ powszechnie, ze dziatanie AmB opiera si¢ na
indukowaniu zmian w strukturze 1 przepuszczalnosci blony plazmatycznej. Dotyczy to
zardwno komorek grzybowych jak i zwierzgcych. Antybiotyk wnika do btony, tworzy
kompleksy z wystgpujacymi w btonie sterolami, kompleksy te nastgpnie asocjuja w
przebijajace blong kanaty. Struktura tych kanalow jest ciagle hipotetyczna, a ich
jonoselektywnos$¢ nie zostata w pelni ustalona. Pierwszym przejawem uszkodzenia
btony jest zwigkszenie jej przepuszczalnosci dla jonéw jedno- i dwuwarto$ciowych oraz
malych czastek polarnych [50,57]. Prowadzi to do zaburzenia homeostazy komorkowe;,
zaniku gradientow jondw 1 wynikajacego z nich potencjalu btonowego. Z
rozladowaniem gradientow jonowych wiaze si¢ przede wszystkim dziatanie
grzybostatyczne. Natomiast dziatanie grzybobojcze AmB nie zawsze mozna wyjasni¢
zwigkszeniem przepuszczalnosci btony i wilasciwosciami jonoforowymi antybiotyku.
Udzial selektywnos$ci uszkodzenia btony w efekcie grzybobojczym 1 toksycznym
(komorki zwierzgee) nie jest do konca wyjasniony. Jako mechanizm odpowiedzialny za
toksyczno$¢ zaproponowano réwniez peroksydacj¢ lipidow wywolana przez silnie
reaktywne rodniki tlenowe generowane w wyniku autooksydacji znajdujacego si¢ w
btonie polienu [50,58]. Ponadto stwierdzono bezposredni wptyw AmB na jonowe
pompy blonowe: ATPazg protonowa w komorkach grzyboéw [59] oraz ATPazg sodowo-
potasowa w komorkach zwierzgcych [60]. Konsekwencja inhibicji tych pomp
btonowych jest zanik gradientu jonow dostarczajacych energii do aktywnego transportu
metabolitow. Elementy mechanizmu dziatania przeciwgrzybowego i toksycznego AmB
przedstawiono na Rys. 2.

Przez dtugi czas uwazano, ze btona komorkowa jest jedynym miejscem dziatania AmB.
Whnioskowanie to opierano na fakcie, iz sterol w komoérkach eukariotycznych jest
zlokalizowany  gtownie w  blonie komoérkowe; 1 jego zawarto$¢ w
wewnatrzkomorkowych strukturach blonowych jest bardzo niska. Okazato si¢ jednak,
ze antybiotyk wykazuje zdolno$¢ do przenikania do wngtrza komorki i internalizacji. W
licznych badaniach prowadzonych na komorkach zwierzgcych stwierdzono mozliwo$é

wchtaniania antybiotyku do komorki na drodze fagocytozy w przypadku makrofagdéw

15



[61] 1 endocytozy dla komodrek jajnika chomika chinskiego (CHO, ang. Chinese
Hamster QOvary) [62]. Niewiadomym jest jednak jak dotad, czy w komorkach
grzybowych endocytoza antybiotyku réwniez ma miejsce. Warto w tym miejscu dodac,
iz istotng role¢ w procesie wchtaniania AmB przez komorki zwierzece przypisuje si¢
lipoproteinom o niskiej gestosci (LDL) oraz receptorom LDL [63,64]. W konsekwencji
wiazania si¢ AmB z LDL dochodzi prawdopodobnie do blokowania fuzji pomigdzy
endosomami a lizosomami, co moze by¢ zrodtem niepozadanych efektow toksycznych
wywolywanych przez antybiotyk. Wydaja si¢ to potwierdza¢ wyniki badan
eksperymentalnych. Stwierdzono mi¢dzy innymi, ze: i) toksyczno$¢ AmB zwiazanej z
LDL jest wyzsza anizeli ta obserwowana dla antybiotyku w wolnej formie (badania na
szczurach) [65]; i1) inhibicja oddziatywan AmB-lipoproteiny koreluje z obnizeniem
toksycznosci AmB zastosowanej w formie kompleksow z surfaktantami (badania na
myszach) [26]; iii) toksyczno§¢ AmB wobec komodrek nerkowych linii LLC PK1 jest
zredukowana w przypadku, gdy komorki pozbawione sa zdolnosci do ekspresji
receptorow LDL [66]. Ponadto sugeruje sig, ze wysoka toksyczno$s¢ AmB moze by¢
zwigzana ze zdolno$cia do modyfikowania struktury LDL w wyniku zmian
oksydatywnych wywotanych przez antybiotyk [67]. Zwraca si¢ roOwniez uwagg na
istotne znaczenie dla toksycznosci AmB oddziatywan antybiotyku nie tylko z
lipoproteinami, ale takze z innymi biatkami surowicy krwi, przede wszystkim albuming
[63]. Przypuszcza sig, ze HSA (HSA, ang. human serum albumin) moze modulowaé
farmokinetyk¢ AmB poprzez wplyw na stan agregacji antybiotyku. Albumina
prawdopodobnie jest ,,no$nikiem” zdeagregowanej i1 nietoksycznej w stosunku do
komorek zwierzgcych formy antybiotyku [68-70]. Jednoczesnie w badaniach z
wykorzystaniem sztucznych blon lipidowych, stwierdzono, iz AmB zwiazana z
albuming ciagle zachowuje wysoka aktywno$¢ wzgledem bton zawierajacych

ergosterol, co sugeruje bezposredni transfer antybiotyku z biatka do btony [71].

Z uwagi na wielokierunkowo$¢ przedstawionych powyzej efektow dzialania
AmB nie udato si¢ jak dotad wyjasni¢ ostatecznie mechanizmu aktywnos$ci antybiotyku
w stosunku do komorek grzybowych i1 zwierzecych. Nie udato si¢ rowniez uzyskac
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o wlasciwa przyczyng selektywnej toksyczno$ci
antybiotyku. Intensywne poszukiwania rozwigzania tego zagadnienia doprowadzity do
sformutowania szeregu réznych koncepcji. Najwazniejsze z nich, wsrod ktorych

wymienia si¢: 1) iloSciowe 1 jako$ciowe roznice w oddziatywaniu zwiazku z
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ergosterolem 1 cholesterolem; ii) stabilno$¢ i charakterystyka kanalu tworzonego w
btonach zawierajacych odpowiednio ergo- i cholesterol; iii) struktura roztworow
wodnych antybiotyku, zostana zaprezentowane w kolejnych rozdzialach niniejszej
rozprawy. Omowione hipotezy zostana rozszerzone o nowe koncepcje selektywnosci

zaproponowane dla niskotoksycznych pochodnych AmB.

a)

Tworzenie kanatu

transbtonowego
Inhibicja ATPazy
protonowej
] Ca+2
Indukcja wyptywu
) jonéw wapnia
Peroksydacja
lipidow
b)
+ Tworzenie kanalu
transbtonowego
Inhibicja ATPazy

sodowo-potasowej

Peroksydacja lipidow

Wiazanie z lipoproteinami LDL
Blokowanie endocytozy

Rys. 2. Elementy mechanizmu dziatania AmB na komorki grzybowe (a) i zwierzece (b) [19].
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2.2. Struktura kanatu blonowego tworzonego przez AmB

Brak jest bezposrednich danych doswiadczalnych dotyczacych struktury kanatu
btonowego tworzonego przez AmB. Pozostaje wigc ona ciagle w sferze hipotez i
przypuszczen. Zaproponowano trzy modele powstawania takiego kanatu odpowiadajace

ré6znym mechanizmom zaburzenia struktury blony:

» czasteczka zwiazku wiaze si¢ ze sterolem tworzac kompleks pierwotny, a
nastgpnie kilka czasteczek kompleksu asocjuje 1 tworzy kanat
przepuszczalny dla jonéw i matych czasteczek organicznych (model de
Kruiffa i Demela) [72]

» sekwencyjny mechanizm tworzenia kanatow wodnych, zgodnie z ktérym
amfoterycyna B oddziatywuje z fosfolipidami tworzac niewodna prepore,
a nastgpnie taczy sig¢ ze sterolami zawartymi w btonie tworzac kompletny
kanat wodny ( model Cohena ) [73,74]

» zwiazek zaburza strukturg¢ btony niezaleznie od obecnosci sterolu (model

Hartsela) [75].

Za najlepiej odpowiadajacy rzeczywisto$ci model tworzenia kanatu w btonie
lipidowej uwaza si¢ koncepcje de Kruijffa, zgodnie z ktéra pora wodna sktada si¢ z
dwoch identycznych potpor, zlokalizowanych w obu warstwach blony 1 ustawionych
wzglegdem siebie ,,ogon do ogona”. Kazda poétpora zbudowana jest z o$miu
naprzemiennie ulozonych czasteczek AmB 1 o§miu czasteczek sterolu. Polarna "glowa "
AmB oraz grupa hydroksylowa sterolu kontaktuja si¢ z roztworem wodnym po obu
stronach blony. Sterol oddziatuje ponadto ze sprz¢zonym uktadem wiazan podwojnych
antybiotyku oraz lipidami btonowymi. Ksztalt kompleksu pierwotnego AmB-sterol w
przekroju poprzecznym zblizony jest do trdjkata o kacie wierzchotkowym 23°. Osiem
takich kompleksow tworzy barytkowata potpore, lipofilowa od zewnatrz a hydrofilowa
w $§rodku. Dwie potpory tworzace funkcjonalng pore stabilizuja wiazania wodorowe
pomigdzy grupami OH na weglu C-35 poszczegdlnych czasteczek antybiotyku [72].
Utworzenie kanatu o takiej strukturze jest mozliwe wowczas, gdy antybiotyk ma dostgp
do obydwu powierzchni biwarstwy lipidowej (DLC, ang. double length channel). Gdy
antybiotyk podawany jest tylko po jednej stronie btony formowany jest kanal o

pojedynczej dtugosci - SLC (SLC, ang. single length channel). Dwie struktury tego typu

18



zestawione w konfiguracji ,,ogon do ogona” moga utworzy¢ kanat DLC [76,77]. Oba
typy kanatow maja zdolno$¢ do przepuszczania jondéw, i w zalezno$ci od parametrow
btonowych (np. sktad lipidowy, grubo$¢ btony) oraz dostgpnosci AmB, SLC jak i DLC
moga koegzystowac i1 funkcjonowaé. Przypuszcza sig, ze w warunkach medycznego
stosowania AmB najbardziej prawdopodobne jest powstawanie kanatow tylko typu
SLC, z uwagi na aplikowanie antybiotyku jedynie od strony zewnatrzkomorkowej
btony plazmatycznej. Kwestia ta jest jednak dyskusyjna biorac pod uwage doniesienia o
zdolnosci AmB do penetracji do wngtrza komorki 1 internalizacji antybiotyku, co
zostalo potwierdzone eksperymentalnie migdzy innymi w oparciu o fluorescencyjna
metode¢ transferu energii [43,44,64]. Wydaje si¢ zatem, ze antybiotyk moze dziata¢
rownie efektywnie od strony zewnatrzkomorkowej, jak 1 wewnatrzkomorkowej btony.
W badaniach z zastosowaniem sztucznych czarnych blon lipidowych (BLM)
zaobserwowano, ze kanaly o pojedynczej dlugosci wykazuja wigksza selektywnosé
przepuszczalnosci w stosunku do jednowartosciowych kationow anizeli anionow [77-
80]. Ponadto, jak stwierdzono na podstawie prac eksperymentalnych nad kanalami
AmB formowanymi w duzych 1 matych pgcherzykach lipidowych, selektywnos¢
wzgledem jonow zalezy od stgzenia antybiotyku [81]. Mimo, iz SLC wykazuje
selektywno$¢ w stosunku do kationdow, roznica w przepuszczalno$ci jonéw nie jest
jednak znaczaca, 1 w warunkach fizjologicznych zaréwno dodatnio jak i1 ujemnie
natadowane jednowarto$ciowe jony sa transportowane za posrednictwem obu typow
kanatow. Przypuszcza sig, ze niska selektywno$¢ jonowa wynika prawdopodobnie z
duzych rozmiaréw kanatu formowanego przez AmB. Srednice kanatu szacuje si¢ na
okoto 7-10 A, co stanowi warto$¢ znacznie wieksza anizeli w przypadku wielu kanatow
biatkowych [57].

Symulacje komputerowe kompleksu polien-sterol zdaja si¢ wskazywaé na
istotna rol¢ oddzialywan migdzyczasteczkowych migdzy grupami aminowymi i
karboksylowymi czasteczek AmB wchodzacych w skiad kanatu. Wykazano, ze tego
typu interakcje moga by¢ odpowiedzialne za stabilizacj¢ pdtpory poprzez tworzenie
pierscienia wigzan wodorowych od strony zewngtrznej btony. Oslabienie tych wigzan w
przypadku pochodnych AmB z podstawiona grupa karboksylowa i/lub aminowa
prowadzi do utworzenia kanalu o mniejszej trwatosci. Obliczenia wykonane metodami
dynamiki molekularnej sugeruja réwniez, ze kanat AmB - ergosterol ma wigksza
srednice niz kanat AmB — cholesterol [82], Rys. 3, co moze pociagaé za soba wigksza

wydajno$¢ w transporcie jonow w przypadku kanatu tworzonego z udzialem
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ergosterolu. Wykazano rowniez wigksza stabilno$¢ kanatlu AmB-ergosterol dzigki
zdecydowanie silniejszej sieci wiazan wodorowych pomigdzy sasiednimi czasteczkami
antybiotyku [82,83]. Istotna rolg przypisuje si¢ takze specyficznym interakcjom AmB z
fosfolipidami blonowymi [83]. Stwierdzono, ze DPPC (fosfatydylocholina) moze silnie
oddzialywa¢ z czasteczka AmB poprzez atomy tlenu grupy fosforanowej formujac
wiazanie wodorowe z jedna z grup hydroksylowych aminocukru. Przypuszcza sig, ze
tego typu interakcje odpowiedzialne sa za przemieszczanie sig (,trafficking”)
antybiotyku wewnatrz blony jak rowniez destrukcjg struktury kanatu [83].

Wyniki ostatnich symulacji interakcji pomigdzy AmB i powierzchnia blony
lipidowej wuzyskane technika dynamiki molekularnej sugeruja, ze czasteczka
antybiotyku przyjmuje orientacj¢ wertykalna, prostopadta do powierzchni btony
[57,84]. Uzyskano wyniki wskazujace, ze czasteczka AmB, poprzez grupe
karboksylowa, bardzo silnie oddzialuje z grupa aminowa czasteczek DMPC.
Oddziatywania tego rodzaju nie sa przypadkowe a czasteczki antybiotyku tacznie z
czasteczkami fosfolipidow wykazuja tendencj¢ do dyfuzji lateralnej. Na tej podstawie
sugeruje sig, ze penetracja btony lipidowej przez pojedyncze czasteczki AmB jest mato
prawdopodobna. Zdolnos¢ AmB do formowania monowarstw na granicy faz
woda/powietrze [85-88] wydaje si¢ potwierdzal ta sugesti¢. Zasugerowano, ze na
powierzchni blony czasteczki antybiotyku formuja najpierw supramolekularne
kompleksy, ktore dopiero w dalszej kolejnosci ulegaja reorganizacji do utworzenia
kanatu. Co ciekawe, obecnos$¢ takich supramolekularnych struktur zawierajacych wiele
czasteczek AmB zaobserwowano ostatnio przy uzyciu metod mikroskopii sit
atomowych (AFM, ang. Atomic Force Microscopy) [89]. Pojawily si¢ ponadto
przypuszczenia [82,83,90,91], ze w reorganizacji kompleksow i/lub wnikaniu
czasteczek antybiotyku do wngtrza blony istotna rolg¢ odgrywaé¢ moga czasteczki

sterolu.
Wiele danych wskazuje na to, Ze mechanizm tworzenia kanatu, jego trwatos¢ 1

charakterystyka  przepuszczalnosci  decyduja o  selektywnej  toksyczno$ci

amfoterycyny B.
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b)

Rys. 3. Struktury kanatow AmB-sterol otrzymane metodg MD [82]; a) kanat AmB—cholesterol
b) kanat AmB—ergosterol. Niebieski-atomy azotu, czerwony-atomy tlenu, zielony-atomy wegla

AmB. Sterol oznaczono kolorem zdttym. Strzatki ilustrujg oddziatywania pomiedzy zaznaczonymi
atomami AmB i DMPC.

2.3. Podstawy selektywnej toksycznosci amfoterycyny B

Mozliwo$¢ zastosowania amfoterycyny B i1 innych makrolidéw polienowych w
terapii grzybic uktadowych wynika z ich nieco wigkszej toksycznosci w stosunku do

zawierajacych ergosterol komoérek grzybowych niz w stosunku do zawierajacych
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cholesterol komorek ssakow. Obserwacja ta zasugerowala, ze podstawa selektywne;j
toksycznosci AmB jest rdznicowe powinowactwo tego antybiotyku do bton
zawierajacych rozne sterole.

Potwierdzono to w do$wiadczeniach z zastosowaniem uktadéw bimolekularnych i
roznych bton modelowych [19,50,57,92-94]. Jak wynika z poro6wnania struktur obu
steroli, Rys. 4, ergosterol posiada w tancuchu bocznym i pier§cieniu B dodatkowe
wigzania podwojne C=C oraz grupg metylowa w pozycji C-24 taficucha bocznego.
Elementy te nie wystgpuja w cholesterolu. Roznica w budowie obu steroli jest jednak

zbyt mata, by zwiazek nie byl toksyczny takze dla komorek zwierzgcych [4,19].

Rys. 4. Struktura a) ergosterolu b) cholesterolu.

Wedhlug zaproponowanego molekularnego modelu kompleksu pierwotnego [92-

95] polien-sterol w tworzeniu i stabilizacji tego kompleksu kluczowa rolg¢ odgrywaja

sity:

» wiazace — oddzialywania hydrofobowe Van der Wasala, m-
elektronowe migdzy uktadem sprz¢zonych wigzan podwojnych AmB a
wigzaniami podwdjnymi czasteczki sterolu, oraz uklad wiazan
wodorowych z udzialem sprotonowanej grupy aminowej reszty
cukrowej — mykozaminy, anionem karboksylanowym AmB 1 grupa
hydroksylowa sterolu w pozycji 3 P; uwaza si¢, ze ze wzgledow
sterycznych, w uktadzie tym moze bra¢ udzial czasteczka wody

» orientujace — rozktad geometryczny punktow wiazacych wptywajacy
na geometri¢ kompleksu (Rys. 5).

Typy wiazan stabilizujacych kompleks antybiotyk-sterol sa takie same zaréwno dla

cholesterolu jak i ergosterolu. Niemniej jednak wydaje sig, ze w przypadku ergosterolu
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oddzialywania wiazace sa duzo silniejsze z powodu obecnosci dwoch dodatkowych
wiazan podwojnych. Jedno z nich (A7), umozliwia wystgpowanie silniejszych anizeli
dla cholesterolu oddzialywan m-elektronowych. Natomiast obecno$¢ drugiego z tych
wigzan w tancuchu alifatycznym zmienia jego konformacjg. W konsekwencji tancuch
boczny ergosterolu jest wyprostowany w przeciwienstwie do cholesterolu, w przypadku
ktoérego dochodzi do zgigcia tancucha i wyraznego odchylenia od ptaszczyzny uktadu
steroidowego. Taka konformacja moze utrudnia¢ powstawanie kompleksu pierwotnego
badz czyni¢ go bardziej podatnym na niekorzystne wptywy zewngtrzne [93,95].

Istotng rol¢ w réznicowym oddziatywaniu AmB z oboma sterolami moze odgrywaé
rozktad punktow wiazacych, ktory wpltywa na geometri¢ powstalego kompleksu. Z
kolei kompleksy o odmiennej geometrii moga roézni¢ si¢ tendencja do agregacji w
letalny kanat blonowy. Dodatkowy punkt wiazacy w czasteczce ergosterolu (dodatkowe

oddziatywanie nt- elektronowe) moze stabilizowac okreslong geometri¢ kompleksu.

Badania nad oddzialywaniem AmB oraz jednej z jej pochodnych - MFAME z blonami
lipidowymi, komérkami grzybowymi, zwierzecymi 1 bakteryjnymi wykazaly, ze sterole
nie s jedynymi sktadnikami bton wiazacymi antybiotyk [43,44]. Wydaje sig, Ze istotne
znaczenie dla aktywno$ci AmB oraz jej pochodnych ma zdolno$¢ do specyficznego
oddziatywania z fosfolipidami blonowymi, co stwierdzono w oparciu o wyniki licznych
doswiadczen w uktadach modelowych [19,50] oraz eksperymentdéw przeprowadzonych
z udzialem monowarstw lipidowych Langmuira [96,97]. Przypuszcza sig, ze
kompleksacja z fosfolipidami moze prowadzi¢ do zmniejszenia iloSci wolnej
monomerycznej formy antybiotyku zdolnej do selektywnego oddziatywania ze

sterolami blonowmi [96].

Tak wigc sama obecno$¢ antybiotyku w blonie nie jest wystarczajaca dla zwigkszenia
jej przepuszczalnos$ci, jak rowniez dziatania toksycznego. Wiele wskazuje na to, iz
wbudowane w blong czasteczki antybiotyku nie zawsze moga utworzy¢ efektywnie

dziatajacy kanat.

W S$wietle powyzszych faktéw, rola prostej hipotezy sterolowej w selektywnej
toksycznosci AmB oraz jej pochodnych wydaje si¢ ograniczona. Roéznicowe
powinowactwo do steroli blonowych nie wyjasnia obnizenia toksycznosci pochodnych

antybiotyku w stosunku do komorek gospodarza. Poznanie podstaw tego zjawiska
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wymaga uwzglednienia innych czynnikéw natury fizykochemicznej, wséroéd ktérych

istotne znaczenie przypisuje si¢ zagadnieniu struktury roztworé6w wodnych antybiotyku.

a)

\/\/\[ cholesterol

amfoterycyna B

sie¢ wigzan wodorowych

oddzialywania Van der Waalsa i & — elektronowe

b)
»punkty orientujace”
ergosterol
amfoterycyna B
dodatkowe oddzialywania elektronowe sie¢ wigzan wodorowych

oddzialywania Van der Waalsa i 7 - elektronowe

Rys. 5. Koncepcyjne modele komplekséw a) AmB- cholesterol; b) AmB- ergosterol [95].

2.4, Stan amfoterycyny B w roztworach wodnych

W $rodowisku wodnym AmB ulega procesowi asocjacji dajac w efekcie

pozostajaca w stanie réwnowagi mieszaning skladajaca si¢ z monomeru oraz
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rozpuszczalnych 1 nierozpuszczalnych agregatow. Wzajemne proporcje tych
sktadnikow zaleza od stgzenia antybiotyku, sktadu srodowiska wodnego oraz sposobu
przygotowania roztworu. Przyczyna silnej tendencji AmB do agregacji jest jednoczesne
wystgpowanie w czasteczce fragmentow hydrofobowych (chromofor polienowy) i silnie
polarnych (aminocukier, grupa karboksylowa, fragment poliolowy). W s$rodowisku
wodnym czasteczki tego typu pod wplywem oddziatywan hydrofobowych agreguja

tworzac asocjaty o hydrofilowej powierzchni 1 hydrofobowym wnetrzu.

2.4.1. Agregaty amfoterycyny B

Stwierdzono, iz w roztworach wodnych AmB wystgpuje glownie w formie
wielkoczasteczkowych agregatow [98]. Z forma monomerycznag mamy do czynienia
jedynie przy bardzo niskich stezeniach, rzedu 107 M lub nizszych [99,100]. Przy
stezeniach powyzej 10°M przewazaja formy zagregowane. Maksymalne stezenie
formy monomerycznej w roztworach o fizjologicznym pH oszacowano na 1,5 *10° M
[101].

Sposrod wielu znanych sposobow badania zjawiska agregacji w przypadku
AmB najwigksze zastosowanie znalazly metody spektroskopowe w zakresie bliskiego
nadfioletu i $wiatla widzialnego. W zakresie niskich stezen AmB (c <107 M) w
obszarze 420-320 nm obserwuje si¢ 4 pasma absorpcji przy 409, 385, 365, 347 nm.
Intensywnos$¢ tych pasm wzrasta wraz z dlugo$cia fali osiagajac dla pasma 409 nm
warto$¢ molowego wspotczynnika ekstynkcji rowna 1,6 *10° [M'em™]. Widmo to
przypisywane jest monomerycznej formie antybiotyku. Wraz ze wzrostem stezenia
antybiotyku obserwuje si¢ zmiany wygladu widm odzwierciedlajace przebieg agregaciji:
zanik maksimum absorpcji przy 409 nm (typowego dla monomeru) i pojawienie sig¢
nowych pasm absorpcyjnych przy 420, 385, 360 i okoto 340 nm, charakterystycznych
dla form zagregowanych. Najintensywniejsze jest szerokie pasmo, ktérego maksimum
wystepuje przy dlugosci fali okolo 340 nm. W widmach CD proces asocjacji
odzwierciedla pojawienie si¢ silnego dubletu ekscytonicznego ze srodkiem przy okoto
340 nm. Zmiany obserwowane w widmach CD w zalezno$ci od stgZenia antybiotyku sa
wynikiem formowania si¢ matych oligomeréw, najprawdopodobniej dimeréw [100-
103]. Dalsze etapy procesu agregacji nie prowadza do zdecydowanych zmian we
wlasciwosciach spektroskopowych. Jednak staranna analiza zestawow widm wodnych
roztworé6w AmB o réznych stezeniach ujawnia, ze w widmach tych brak jest punktow

izosbestycznych. Wskazuje to na obecno$¢ co najmniej 3 form spektralnych. Tak wigc
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proces agregacji AmB ma charakter co najmniej dwustopniowy. W roztworze oprocz
monomeru wystgpuja matoczasteczkowe rozpuszczalne oligomery (dimery ?) oraz
wielkoczasteczkowe agregaty.

Niewiele wiadomo na temat wtasciwosci fizykochemicznych agregatow AmB.
Zastosowanie metody Zimma do analizy S$wiatla rozpraszanego przez wodno-
alkoholowe roztwory AmB o stezeniu w zakresie 10°-10* M pozwolito okresli¢ mase
czasteczkowa agregatow na okoto 2~ 10° daltonow [98]. Te wielkoczasteczkowe
agregaty ulegaja tatwo sedymentacji podczas wirowania. Wykorzystano ten fakt przy
badaniach mechanizmu procesu agregacji [38].

Nie ma bezposrednich danych eksperymentalnych dotyczacych struktury

zagregowanych form AmB. Bazujac na klasycznych technikach spektroskopowych
zaproponowano kilka r6znych hipotez [102-106]. Wedlug modeli proponowanych przez
Ernst i wspoétaut. [102] jak rowniez Hemenger i wspotaut. [104] duze agregaty maja
strukture helikoidalna ztozona z dimerow formowanych przez czasteczki AmB.
Odmienna koncepcj¢ zaproponowano natomiast w naszej Katedrze [105,106]. Zgodnie
z nig za silny sygnat w widmach CD odpowiedzialne sa dimery o silnie asymetrycznej,
chiralnej budowie. Z kolei Barwicz 1 wspotaut. [107] wysungli zupetnie inna koncepcje,
zgodnie z ktéra AmB ulega w wodzie spontanicznej agregacji do formy hydrofilowych
cylindrow zawierajacych okoto 5 czasteczek AmB. Twory te moga nastgpnie formowac
wigksze agregaty taczac si¢ wedlug schematu ,.glowa do glowy” lub réwnolegle.
Koncepcja ta jednak nie wyjasnia zmian obserwowanych w widmach CD.
W oparciu o symulacje komputerowe zaproponowano w naszej Katedrze [105,106]
struktur¢ dimeru w $rodowisku wodnym. Wedlug tego modelu czasteczki AmB
tworzace dimer utozone sa ,,glowa do ogona”, a chromofory przyjmuja konformacje
umozliwiajaca zmniejszenie oddzialywan hydrofobowych. Zasugerowano, ze za
stabilizacje¢ struktury dimeru poza oddzialywaniami hydrofobowymi odpowiedzialne
jest wiazanie wodorowe pomigdzy tlenem w pier§cieniu mykozaminy jednej czasteczki
a grupa hydroksylowa 35-OH drugiej. Specyficzna asymetryczna struktura dimeru,
znajdujaca swoje odzwierciedlenie w widmie CD, jest wynikiem oddziatywan
wewnatrz- oraz migdzyczasteczkowych, w tym réwniez oddziatywan @z
rozpuszczalnikiem.

Informacje na temat procesu agregacji pochodnych AmB sa ograniczone.
Wiadomo jedynie, ze zwiazki te ulegaja réwniez procesowi agregacji, przy czym

wydaje sig, ze w niektorych przypadkach agregacja zatrzymuje si¢ na etapie
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oligomeréw, ktorych struktury sa odmienne niz dla wyjsciowego antybiotyku.
Zagadnienie to prébowano wyjasni¢ uzywajac dimeréw AmB [108]. Dimery te
uzyskano laczac grupy aminowe dwodch czasteczek AmB przy pomocy kwasow
dikarboksylowych o roznej dhlugosci. Zwiazki te wykazuja podobne wiasciwosci
spektroskopowe jak agregaty AmB, lecz ich aktywnos$¢ biologiczna jest zdecydowanie
odmienna: wykazuja duza zdolno$¢ do hemolizy krwinek czerwonych, przy
jednoczesnym braku aktywnos$ci w stosunku do komorek grzybowych. Sugeruje to, ze
mechanizm dzialania tych zwiazkoéw moze by¢ inny niz zagergowanych form AmB i jej
pochodnych [108,109].

Ostatnio wykazano, ze sole z serii Hofmeistera silnie wplywaja na stopien
agregacji AmB i niektorych jej pochodnych (AME, AMA, AcAmB, AcAME, AcAMA)
[110]. Jony nalezace do tej serii przejawiaja zdolno$¢ do zmian fizykochemicznych
wlasciwosci wody [111-114], a w zwiazku z tym moduluja rozpuszczalnos¢ wielu
zwiazkow w roztworach wodnych. Dokladny mechanizm tego zjawiska nie jest znany
[112-144], ale przypuszcza sig, ze struktura wody, oddzialywania elektrostatyczne i sily
dyspersji odgrywaja tutaj kluczowa rolg [112]. Kosmotropy (np. siarczany, cytryniany,
fosforany) dziataja jako stabilizatory struktury wody obnizajac rozpuszczalno$é
zwiazkow  zaburzajacych struktur¢ cieklej wody, podczas gdy chaotropy
(trichlorooctany, tiocyjaniany, nadchlorany, mocznik) wywoluja efekt odwrotny
poprzez wprowadzanie silnych zaburzen w sie¢ wiazan wodorowych migdzy
czasteczkami wody. Okazuje sig, iz w obecno$ci anionéw kosmotropowych dochodzi
do redukcji zawarto$ci formy monomerycznej AmB 1 wzrostu udziatu form
zagregowanych antybiotyku. Z kolei aniony chaotropowe i mocznik wywotuja efekt
odwrotny. Co ciekawe, w przypadku tiocyjanianow i trichlorooctanow zaobserwowano
catkowita monomeryzacj¢ AmB. Autorzy podkreslaja, iz wpltyw réznych jondéw na
proces agregacji wyraznie zalezy od tadunku wypadkowego czasteczki antybiotyku

[110].

2.4.2. Agregacja a selektywna toksycznos¢

W wielu pracach eksperymentalnych wykazano, ze forma aktywna dla bton
ergosterolowych sa zaréwno rozpuszczalne agregaty jak i formy monomeryczne, w
przeciwienstwie do bton cholesterolowych. Postuluje sig, ze sa one wrazliwe tylko na
formy zasocjowane [76,101,115]. Wedlug jednej z hipotez wyjasniajacych naturg

selektywnos$ci monomerow, w przypadku bton ergosterolowych tworza si¢ w nich
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kompleksy AmB z ergosterolem, ktére nast¢pnie agreguja tworzac kanaty. Natomiast w
btonach zawierajacych cholesterol pora formowana jest przez dimery i rozpuszczalne
oligomery antybiotyku, potaczone ,,glowa do ogona”. Cholesterol nie uczestniczy
bezposrednio w tworzeniu kanatu, a jego obecnos¢ powoduje zwigkszanie sztywnosci
biwarstwy lipidowej 1 utatwienie wnikania dimeréw badz oligomerdéw w strukture btony
[116]. Wobec faktu toksycznosci agregatow AmB dla komodrek zwierzgcych
zasugerowano, ze utrudnienie agregacji powinno zredukowac toksyczno$¢ antybiotyku.
W oparciu o wieloetapowy model asocjacji, zgodnie z ktdorym pierwszym etapem jest
dimeryzacja monomerow do bardziej hydrofilowych dimerow wysuni¢to wniosek, ze
zmiany strukturalne czasteczki prowadzace do zmniejszenia tendencji do dimeryzacji
moga zwigksza¢ rozpuszczalno$¢ [117]. Udowodniono, ze nadanie czasteczce
wypadkowego tadunku elektrycznego skutkuje spadkiem zdolnosci do agregacji oraz
wzrostem rozpuszczalno$ci zwiazku w wodzie [38]. Proces agregacji jest utrudniony
takze w przypadku wprowadzenia na grup¢ aminowa duzego objetosciowego
podstawnika zdolnego do indukowania efektu zawady przestrzennej [4,42-44].

Wyniki najnowszych badan proceséw tranzycji monomer/dimer AmB w
roztworach oraz blonach lipidowych przeprowadzone z zastosowaniem spektroskopii
fluorescencyjnej wyraznie potwierdzaja istotne znaczenie struktury tworzonych form
zagregowanych w zjawisku selektywnej toksyczno$ci antybiotyku [118-120]. Analiza
widm fluorescencji AmB w uktadzie 2-propanol-woda ujawnita obecno$¢ dodatkowego
w stosunku do gldéwnego pasma absorpcyjnego, widma wzbudzenia z wyrazng struktura
oscylacyjna [118]. W oparciu o teori¢ rozszczepienia ekscytonowego oraz zaleznos¢
van’t Hoff’a pasmo to przypisano formom dimerow AmB. Biorac pod uwage
obserwowane przesunigcia potozenia maksimum wzbudzenia 1 emisji fluorescencji dla
monomeru 1 dimeru, wyznaczono stopien dimeryzacji AmB w réznych uktadach,
zaré6wno z udziatem ergosterolu jak i cholesterolu. Na podstawie uzyskanych wynikow,
stwierdzono, ze rdznica selektywnos$ci AmB wobec steroli btonowych zwiazana jest nie
tyle ze stopniem agregacji, co z organizacja struktur zagregowanych jak rowniez
srednica formowanych poréw [118-120].

Ze wzgledu na duze kontrowersje odnosnie roli agregacji AmB w selektywne;j
toksyczno$ci szczegdblowe poznanie tego zjawiska staje si¢ obecnie problemem, od
rozwiazania ktorego moze zaleze¢ postep w racjonalnych modyfikacjach tego cennego

antybiotyku.
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2.5. Pochodne AmB o obnizonej toksycznosci

Wyniki licznych prac eksperymentalnych jak i obliczen teoretycznych, z
zastosowaniem metod modelowania molekularnego wykazaly, ze chemiczne
modyfikacje struktury czasteczki AmB w rejonie ,,polarnej glowy” obejmujacej grupg
karboksylowa oraz aminowa w reszcie mykozaminy wplywaja na aktywnos¢
biologiczna antybiotyku [82,92,117]. Na podstawie badan prowadzonych w Katedrze
Technologii Lekow i Biochemii zasugerowano, iz zwiazki o polepszonej selektywne;j
toksyczno$ci powinny: 1) posiada¢ duzy objgtosciowy podstawnik na grupie aminowej,
ale pod warunkiem zachowania w strukturze zwiazku atomu azotu zdolnego do
protonowania w warunkach fizjologicznych; 2) by¢ obdarzone wypadkowym dodatnim
fadunkiem elektrycznym w fizjologicznym pH, najkorzystniej w konsekwencji
protonowania grupy aminowej; 3) jako dodatkowy korzystny czynnik - zawieraé
zablokowana grupg karboksylowa [4,92,121,122].

Zaprojektowano 1 zsyntetyzowano dwie generacje kationowych pochodnych AmB
[4]. Zwiazki pierwszej grupy, zmodyfikowane na grupie karboksylowej (estry, amidy)
wykazuja kilkakrotna poprawe selektywnej toksycznosci (migdzy innymi AME 1 AMA)
w poroOwnaniu z antybiotykiem wyjsciowym [122-126]. Podstawa korzystnych zmian
wiasciwosci tych zwiazkow jest zanik dodatkowej sity wiazacej (wiazania wodorowego
pomigdzy grupa hydroksylowa sterolu a anionem karboksylanowym) w czasteczce
antybiotyku. W przeciwienstwie do silnie wiazacego ergosterolu (dodatkowe
oddzialywanie elektronowe dzigki obecnosci rejonu o zwigkszone] gestosci
elektronowej) brak dodatkowej sity wiazacej ma wigksze znaczenie dla obnizenia
powinowactwa do cholesterolu. Ponadto pochodne pierwszej generacji dobrze
rozpuszczaja si¢ w wodzie z uwagi na to, ze ulegajac protonowaniu obdarzone sa
fadunkiem dodatnim [38].

Wprowadzenie duzego objetosciowego podstawnika w pochodnych drugiej
generacji (pochodne N-alkilowe i N-aminoacylowe), zdolnego do wywolywania efektu
zawady przestrzennej pozwolito na dalsza optymalizacje wihasciwosci antybiotyku
poprzez zaktdcenie oddzialywania z cholesterolem, ale nie z ergosterolem. Wsrod tej
grupy pochodnych AmB radykalna poprawe selektywnej toksyczno$ci uzyskano dla
estru metylowego N-metylo-N-D-fruktopyranozyloamfoterycyny B (MFAME) [39].
MFAME zachowuje wszystkie korzystne wlasciwosci AmB, lacznie z aktywnoscia w
stosunku do szczepow wielolekoopornych (MDR) [46], a rownocze$nie posiada ok.

100-krotnie obnizong toksyczno$¢ wobec komorek zwierzgcych [39,41-44]. Zwiazek
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ten zostat opatentowany [127]. Niestety, z uwagi na ztozono$¢ procesu syntezy oraz
niska jego wydajnos¢, MFAME nie znalazla zastosowania w praktyce. ROwniez inna
niskotoksyczna pochodna AmB, ester metylowy N-D-ornityloamfoterycyny B (Orn-
AME) [128] zostala zdyskwalifikowana ze wzglegdu na stwierdzona silng
cerebrotoksycznos¢ [129,130].

Ostatnio wachlarz otrzymanych dotychczas na drodze racjonalnych modyfikacji
czasteczki antybiotyku wyj$ciowego zwiazkdéw drugiej generacji rozszerzony zostat w
prowadzonych w katedrze Technologii Lekow i Biochemii badaniach o nowa grupe
zawadzonych przestrzennie N-aminoacylowych pochodnych amfoterycyny B, tzw. serig
K, w ktorych podstawnikami na grupie aminowej czasteczki AmB sa reszty
aminokwasow, zarowno w formie izomerow L jak i D [40]. Ze wstgpnych oznaczen
aktywnosci biologicznej tych zwiazkéw wynika, Ze zachowuja one aktywno$¢
przeciwgrzybowa macierzystego antybiotyku a jednoczesnie wykazuja zréznicowana
toksyczno$¢ w stosunku do komorek zwierz¢cych. Ponadto, tworza z kwasami i
zasadami rozpuszczalne w wodzie sole, jak rowniez rozpuszczalne w wodzie
kompleksy z deoksycholanem sodu badz innymi zwiazkami kompleksotworczymi.
Zaleta zwiazkow z serii K, szczegélnie istotna z punktu widzenia mozliwo$ci
aplikacyjnych, jest nieskomplikowana i wydajna procedura ich otrzymywania [40].

Omowione w poprzednich rozdziatach rozprawy czynniki odpowiedzialne za
selektywna toksyczno$¢ AmB nie wyjasniaja w pelni dzialania niskotoksycznych
pochodnych antybiotyku z zawada przestrzenna. Jak wykazano eksperymentalnie [41]
poprawa selektywnej toksycznosci MFAME, nie moze by¢ determinowana jedynie
réznicowym powinowactwem antybiotyku do steroli blonowych. W uktadach
alkoholowo-wodnych monomeryczne formy zarowno MFAME jak i AmB tworza
kompleksy z ergosterolem jak i cholesterolem. W przypadku obu zwiazkéw obserwuje
si¢ nieco wigksze powinowactwo do ergosterolu anizeli cholesterolu - dla MFAME
zdolno$¢ do rozrdzniania steroli jest jedynie nieznacznie wigksza. Roznice w
powinowactwie sa zbyt mate, by mozna im bylo przypisa¢ radykalne obnizenie
toksyczno$ci MFAME w stosunku do komoérek ssakow. Wydaje si¢ rowniez, ze stan
antybiotyku w roztworze, istotny dla selektywnos$ci dzialania AmB [76,101], nie jest
czynnikiem o istotnym znaczeniu dla selektywnosci MFAME. Wykazano wprawdzie,
ze efektywnos$¢ dziatania MFAME na krwinki czerwone jest zwigzana z istnieniem w
srodowisku wodnym agregatéw o roznych wilasciwosciach spektroskopowych 1 réznej

aktywnos$ci permeabilizacyjnej, jednakze nie ma wyraznej korelacji pomigdzy stopniem
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asocjacji a wysoka selektywnoscia zwiazku [41,42]. Podobna prawidtowosc
zaobserwowano takze w przypadku innych pochodnych o obnizonej toksycznosci [131].
Roéznicowe powinowactwo antybiotyku do blony cytoplazmatycznej réwniez nie
stanowi podstawy selektywnej toksycznosci MFAME. Oznaczenie stopnia wiazania
MFAME oraz AmB z btonami komorek grzybowych, zwierzecych i bakteryjnych,
przeprowadzone metoda fluorescencyjna oparta o transfer energii migdzy sonda
btonowa a chromoforem polienowym, pozwolito stwierdzi¢, iz powinowactwo
antybiotyku do komorki jest niezalezne od jej wrazliwosci [43,44]. Zdolno$¢
oddziatywania antybiotyku z komorka nie jest zatem determinowana wylacznie
obecnoscia 1 struktura sterolu. Poza tym, sama obecno$¢ antybiotyku w btonie nie
zawsze jest wystarczajaca dla zwigkszenia jej przepuszczalno$ci, jak i dziatania
toksycznego.

Na podstawie badan z udzialem monowarstw lipidowych Langmuira
stwierdzono ostatnio, ze inna selektywnie dzialajaca, zawadzona przestrzennie
pochodna AmB — PAME (ester metylowy 1-piperydopropionylo amfoterycyny B),
ulega w btonie bardzo silnemu wiazaniu przez fosfolipidy. W efekcie tej immobilizacji
jedynie niewielka ilo$¢ antybiotyku pozostaje w wolnej, niezwiazanej formie
monomerycznej, zdolnej do oddzialywania ze sterolami btonowymi. W tak niskim
stezeniu antybiotyk wiaze si¢ preferencyjnie z ergosterolem [96].

Najnowsze doniesienia dotyczace niskotoksycznych pochodnych AmB wskazuja
na istnienie specyficznych réznic w ,,zachowaniu si¢” antybiotyku wyjsciowego i
pochodnych wewnatrz dwuwarstwy lipidowej o réznym skladzie sterolowym. W
oparciu o metody modelowania molekularnego stwierdzono, ze dwie selektywne
pochodne AmB - SAME (ester metylowy N-(N’-3-dimetyloaminopropylosukcynimido
amfoterycyny B) oraz wspomniana wyzej PAME wykazuja zdolno$¢ do wnikania do
glebszych anizeli AmB hydrofobowych obszarow btony [132]. Wydaje sig, iz
penetracja btony przez antybiotyk zalezy od jej grubosci 1 zmniejsza si¢ w kolejnosci:
czysta DMPC>>DMPC/Chol>DMPC/Erg [133]. Czynnik ten moze mie¢ wazne
znaczenie dla mechanizmu tworzenia kanatow btonowych. W ,grubych” btonach
prawdopodobnie formowane sa kanaty o podwojnej dtugosci - DLC. Pochodne gl¢biej
penetrujace btong przypuszczalnie wykazuja mniejsza sktonno$¢ do tworzenia tego typu
kanatéw w blonach, ktorych grubos$¢ jest mniejsza. Stad tez aktywno$¢ jonoforowa
pochodnych AmB powinna by¢ mocniej zaznaczona w blonach zawierajacych

ergosterol anizeli cholesterol. Ponadto stwierdzono, ze modyfikacje chemiczne w
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rejonie glowy polarnej czasteczki AmB (zwlaszcza wprowadzenie podstawnika na
grupg¢ aminowa) prowadza do przesunigcia rownowagi konformacyjnej w kierunku
konformacji, w ktorej antybiotyk wydaje si¢ posiada¢ wigksza sktonnos¢ do
formowania kompleksu pierwotnego ze sterolem. Uwaza sig, ze tego typu zmiany
konformacyjne powinny dodatkowo zwigksza¢ efektywnos$¢ dziatania antybiotyku w
stosunku do bton ergosterolowych bez modyfikacji aktywnos$ci wobec blon
cholesterolowych [134]. Poza tym stwierdzono, ze dodatkowa grupa aminowa
wprowadzona do struktury PAME i SAME jest zdolna do formowania wigzan
wodorowych z fosfolipidami i moze przeja¢ rolg¢ macierzystej grupy aminowej AmB.
Wartym podkreslenia jest fakt, iz zdolno$¢ ta jest zdecydowanie wigksza dla bton

zawierajacych ergosterol anizeli cholesterol [132].

W zwiazku z wykluczeniem roli roznicowego powinowactwa do steroli,
powinowactwa do btony plazmatycznej jak 1 struktury roztworow wodnych jako
czynnikow odpowiedzialnych za wysoka selektywnos$¢ dzialania MFAME oraz biorac
pod uwage ostatnie przedstawione wyzej doniesienia dotyczace innych
niskotoksycznych zwiazkoéw zaproponowano nowa koncepcj¢ mechanizmu selektywne;j
toksyczno$ci  zawadzonych przestrzennie pochodnych AmB. Zasugerowano
mianowicie, ze niska toksycznos$¢ tego typu zwiazkow jest spowodowana ograniczong
zdolnos$cia do tworzenia w blonach cholesterolowych letalnych (permeabilizujacych)
kanatow [44]. Natomiast w przypadku blon ergosterolowych, funkcjonalne kanaty

formowane sa bez przeszkod.

Pelne wyjasnienie natury molekularnej selektywnej toksyczno$ci pochodnych
amfoterycyny B z zawada przestrzenna jest warunkiem koniecznym do zaprojektowania
1 syntezy zwiazkow o maksymalnie obnizonej toksycznosci. Uzyskanie zwiazkdéw o
korzystnym indeksie terapeutycznym stanowitoby fundamentalne osiagnigcie w terapii,
zwlaszcza w obliczu notowanego w ciagu ostatnich lat wzrostu czgstotliwosci
wystepowania uktadowych infekcji grzybowych. Pochodne serii K sa szczegolnie
przydatne przy probie zrozumienia natury selektywnej toksycznosci AmB 1 jej
pochodnych. Pomimo bardzo zblizonej budowy chemicznej wykazuja one podobna,
wysoka aktywno$¢ w stosunku do komodrek grzybowych i bardzo zréznicowana

toksyczno$¢ w stosunku do komoérek ssakow.
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Wiele innych, poza Katedra Technologii Lekéw 1 Biochemii, osrodkow
naukowych na $wiecie prowadzi intensywne poszukiwania niskotoksycznych
pochodnych AmB na drodze modyfikacji struktury antybiotyku wyjsciowego,
wykorzystujac w tym celu réznorodne strategie. Najcickawsza z proponowanych
wydaje si¢ koncepcja wysunigta przez Carreir¢ 1 wspotaut. [135], w oparciu o ktéra
zsyntetyzowano konjugaty zawierajace 4 czasteczki AmB kowalencyjnie zwiazane z
rdzeniem kaliks[4]arenu. Tego typu makromolekuly przyjmuja konformacje stozkowa
imitujaca strukturg transmembranowego kanatu. Jak stwierdzono na podstawie
wstepnych badan, tak zorganizowane tetramery AmB, wykazuja podobna, a w
niektorych przypadkach nawet wyzsza, aktywno$¢ przeciwgrzybowa w porownaniu do
antybiotyku wyjsciowego. Jednoczesnie, zaobserwowano znaczace (co najmniej 10-
krotne) obnizenie hemotoksyczno$ci tych nowych konjugatow AmB. Warto w tym
miejscu wspomnie¢ rowniez o innym interesujacym typie modyfikacji struktury AmB
opartym o tworzenie dimerow, w ktorych czasteczki antybiotyku sa potaczone poprzez
grupy aminowe (N, N-dimery) [108,136] badZ reszty karboksylowe (C, C-dimery)
[137]. Ostatnio udalo si¢ otrzyma¢ réwniez kowalencyjne dimery AmB typu C-N, z
facznikiem pomigdzy grupami: aminowa a karboksylowa dwoch czasteczek antybiotyku
[138]. Niektore sposrod otrzymanych w ten sposdb zwiazkow wydaja si¢ interesujace z
uwagi na ich korzystniejsze w zestawieniu z natywna AmB wlasciwosci [108,136-138].
SzczegoOlnie obiecujace okazaty si¢ NN — diaminoalkilo pochodne AmB
charakteryzujace si¢ wyzsza niz wyjsciowy antybiotyk aktywnoscia przeciwgrzybows i

niska toksycznoscia [139].

2.6. Opornosc¢ komorek grzybowych
Klasycznie termin ,,oporno$¢” odnosi si¢ do organizmow wykazujacych
dziatanie chorobotwoércze mimo zastosowania maksymalnego st¢zenia leku w miejscu
infekcji.
Opornos¢ komorek grzybowych mozna zasadniczo sklasyfikowac jako:
» pierwotna (naturalna) prezentowana bez uprzedniej ekspozycji na lek
» nabyta rozwijajaca si¢ na skutek stabilnych lub przejsciowych zmian
genotypowych po ekspozycji na chemoterapeutyk, w ramach ktorej
wyrodznia si¢ opornos¢ specyficzna (np. monoterapia 5 fluorocytozyna)

oraz oporno$¢ wielolekowa (MDR).
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Ponadto z punktu widzenia terapeutycznego istotne jest roéwniez pojgcie ,,0pornosci
klinicznej” definiowanej jako zdolno$¢ patogenu, ktéry w oparciu o testy laboratoryjne
in vitro powinien by¢ wrazliwy na stosowany lek, do rozwoju badz ponownej infekcji w
warunkach klinicznych. Ten typ opornosci moze by¢ wynikiem wadliwego dziatania
systemu obronnego gospodarza np. na skutek neutropenii, obecnosci obcego materiatu
w organizmie (protezy, cewniki), produkcji toksyn przez patogen jak réwniez w wyniku
nietypowej farmakokinetyki leku lub wadliwego dawkowania [10].

Obecnie problemem najbardziej niepokojacym jest rozwdj opornosci
wielolekowej — MDR, definiowanej jako oporno$¢ patogenu na szerokie spektrum
lekéw niespokrewnionych ze soba funkcjonalnie ani tez strukturalnie. Zjawisko to nie
ogranicza si¢ wylacznie do patogendéw ludzkich, ale rozszerza si¢ ekspansywnie w
obrgbie catej skali ewolucyjnej [5,6,7,13].

Fenomen opornosci wielolekowej jest wieloczynnikowy 1 wykorzystuje kombinacje
roznorodnych mechanizmoéw, co schematycznie zilustrowano na Rys. 6. Generalnie
przyjmuje sig, ze u podstaw MDR lezy gléwnie nadekspresja biatek btonowych, tzw.
pomp eksportujacych ksenobiotyki, nalezacych do réznych klas definiowanych w
oparciu o niezbedne dla ich dzialania zrodta energii. Wykazano, ze grzyby posiadaja
przynajmniej dwa typy tego rodzaju pomp biatkowych: rodzina ABC (4TP-binding
Cassette) oraz MFS (Major Facilitator Superfamily). Spektrum substratowe
grzybowych pomp eksportujacych jest szerokie i obejmuje wigkszos¢ lekéw uzywanych

w terapii zakazen grzybiczych, tacznie z flukonazolem i itrakonazolem.
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Rys. 6. Gtéwne mechanizmy opornosci lekowej w komdrkach grzybéw [3,5-7]; A) uposledzenie
transportu leku do wnetrza komorki w wyniku zmian w sktadzie Sciany komoérkowej badz btony
plazmatycznej; B) eksport leku za posrednictwem transporteréw ABC lub MFS; C) nadekspresja
gendw kodujacych cel molekularny np. 14-a-demetylaze lanosterolu (FRG1I) i/lub btonowe
pompy biatkowe np. CDR1, CDR2 i CaMDRI, D) zmniejszenie lub utrata zdolnosci do wigzania
leku na skutek zmian celu molekularnego (mutacje punktowe) np. Ergllp (P45014DM); E)
aktywacja alternatywnego szlaku (np. A> 8-desaturaza w biosyntezie ergosterolu).

2.6.1. Mechanizmy opornosci grzybow na amfoterycyne B

Generalnie oporno$¢ grzybow na AmB 1 inne polieny ma charakter opornosci
specyficznej. W odniesieniu do tego typu zwiazkow nie notuje si¢ przypadkow
wystepowania zjawiska opornosci wielolekowe;.

Mimo wieloletniego stosowania makrolidow polienowych w klinice, doniesienia o
opornosci specyficznej sa ograniczone w zasadzie do mniej rozpowszechnionych
gatunkow Candida, jak Candida lusitaniae, C. glabrata 1 C. guillermondii [140-142]
oraz niektorych plesni (Fusarium spp., P. boydii) [1]. Niemniej jednak pacjenci z
uposledzonym uktadem opornosci, szczegdlnie ci cierpiacy na choroby nowotworowe,
znajduja si¢ w sferze wysokiego ryzyka. Stwierdzono, iz szczepy kliniczne oporne na

flukonazol 1 czgsto wykazujace oporno$¢ krzyzowa w stosunku do innych azoli,
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przejawiaja zdolno$¢ do ksztattowania opornosci krzyzowej rowniez w stosunku do
antybiotykow polienowych [143-146].

Wedtug teorii Hamiltona-Millera [48,49] oporno$¢ na polieny pojawia si¢ w wyniku
zmian ilosciowych lub jakoSciowych w zawarto$ci sterolu w komorkach. Zgodnie z ta
hipoteza, komorki ze zmodyfikowanym sterolem powinny wigza¢ mniejsze ilosci
poliendow anizeli komorki wrazliwe. Ograniczona zdolno$¢ do oddziatywania polienow

z komorkami mutantdow moze by¢ uwarunkowana [140] :

» obnizeniem catkowitej zawarto$ci ergosterolu w komorce

» zastapieniem niektorych badz wszystkich steroli stanowiacych miejsca
wiazania polienow przez takie, ktore wiaza polieny stabiej

» reorientacja lub maskowaniem steroli w taki sposob, ze wiazanie si¢ z

polienami jest utrudnione.

Mutacje dotyczace enzyméw biosyntezy ergosterolu wydaja si¢ najbardziej
charakterystycznym mechanizmem opornosci u Candida 1 genetycznie podobnego,
niepatogennego modelu drozdzy - Saccharomyces cerevisiae. Ergosterol jest waznym
sktadnikiem blony plazmatycznej drozdzy, pelni bowiem role bioregulatora ptynnosci i
asymetrii btony, a w konsekwencji integralnos$ci btonowej. Ponadto wykazano, ze
sterole biora réwniez udzial w proliferacji komorek, a ich prekursory zaangazowane sa
w biosynteze glikolipidéw jak rowniez prenylacje biatek [147]. Istnieje szereg
dowodow potwierdzajacych korelacje pomiedzy zawartoscia 1 sktadem steroli w
komorce a jej wrazliwo$cia na polieny. Mutanty ergosterolowe Candida albicans w
zwiazku z defektem w szlaku biosyntezy ergosterolu akumuluja rézne intermediaty
(Rys. 7). Powoduje to zmiany we wilasciwosciach fizykochemicznych blony w
porownaniu z btona szczepow produkujacych ergosterol. W oparciu o dwie niezalezne
metody: technik¢ FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching), w ktorej $ledzi
si¢ lateralna ruchliwo$¢ sondy lipidowej FAST-Dil (wyzszy wspdtczynnik dyfuzji w
mutantach erg) oraz fluorescencj¢ sondy DPH w §wietle spolaryzowanym (nizsza w
mutantach erg) stwierdzono wigksza ptynno$¢ blony mutantéw ergosterolowych [148].
Pesti wykorzystujac mutanty -erg wykazat, ze wyczerpanie ergosterolu prowadzi do
obnizenia asymilacji glicerolu, metyloglukozydéw, kwasu DL-mlekowego, L-sorbozy,
L-arabinozy i rybiotolu [149-151]. Prasad i wspétaut. zaobserwowali rowniez redukcije

transportu wielu aminokwaséw u mutantéw erg2 i ergl6 w poréwnaniu z dzikim
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szczepem. Niemniej jednak nie wykazano zasadniczych réznic w poziomie ATPazy
blonowej 1 ruchu protondw sprzgzonego z pobieraniem aminokwasow. Stad tez
postulowano, ze u podstaw obserwowanego ograniczenia transportu lezy nie réznica w
stanie energetycznym komodrek mutantdw i1 szczepu dzikiego, ale prawdopodobnie
obnizenie zawarto$ci ergosterolu [152]. Fryberg wykazat mniejsza wrazliwos¢ na AmB
szczepdw zawierajacych AS-sterole w stosunku do tych posiadajacych A’-sterole.
Podobnie rzadka opornoé¢ na AmB u Cryptococcus spp. wynika z defektu A* —
izomerazy sterolowej, co prowadzi w konsekwencji do akumulacji ergosta-5,8,22-
trienolu, ergosta-8,22-dienolu, fekosterolu, ergosta-8-enolu i obnizenia zawarto$ci
ergosterolu - gtownego sterolu wrazliwych komorek [10,140]. Niemniej jednak nalezy
podkresli¢, ze znane sa mutanty oporne na AmB zawierajace profil steroli dzikiego
szczepu. Zaobserwowano je dla Cryptococcus neoformans, ktéry wykazuje minimalne
jedynie zmiany w skladzie ilosSciowym steroli i nie wykazuje zadnych zmian
jakosciowych. W niektorych przypadkach notuje si¢ nawet wzrost poziomu ergosterolu
u mutantow opornych np. C. gulliermondii uzyskanych w warunkch mutagenezy z
uzyciem N-metyl-N’-nitro-N-nitrozoguanidyny [152]. Oporno$¢ na antybiotyki
polienowe nie moze by¢ zatem ograniczana jedynie do redukcji zawartosci ergosteroli
w btonie. Mechanizm oporno$ci moze angazowal rowniez rdéznice w poziomie
aktywnosci katalaz zdolnych do kontrolowania oksydatywnych zmian powodowanych
przez lek oraz subtelne zmiany w strukturalnych cechach blony, ktére pozostaja nie do
konca wyjasnione. Istnieja doniesienia sugerujace, ze dziatanie polien6w moze mieé
rowniez wplyw na zmiany zawartosci innych komponentow komoérkowych np.
sktadnikow $ciany komoérkowej (chityna, B-glukany) [153-155], kwaséw ttuszczowych i
fosfolipidow btonowych [148,152,156]. Pesti wykazatl wzrost aktywno$ci syntazy
chityny u mutantéw ergosterolowych, co moze by¢ uwarunkowane zmianami w
sztywnosci blony, a w konsekwencji wzrostem dostepnosci zymogenicznej formy
syntazy chityny dla czynnikéw aktywujacych lub trypsyny. Z kolei specyficzne
wzbogacenie komorek Saccharomyces cerevisiae w fosfatydyloetanoloaming zapewnia

selektywna ochrong przed dzialaniem antybiotykéw polienowych [152].
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Rys. 7. Miejsce uszkodzenia szlaku biosyntezy ergosterolu w mutantach ergosterolowych (erg) i
jego konsekwencje [152].

2.6.2. Opornosc wielolekowa komoérek grzybowych

Transportery ABC, jedna z klas pomp eksportujacych, posiadaja wspdlng 4 —
domenowa struktur¢ ztozona z dwoch integralnych domen btonowych MSD (ang.
Membrane Spanning Domains) (kazda zawiera 6 lub 7 transmembranowych
segmentéw) oraz dwdch domen cytoplazmatycznych NBD (ang. Nucleotide Binding
Domains), ktore sprze¢gaja hydrolize ATP z transportem substratow (tzw. region Walker
A i B) (Rys. 8)
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[157,158].

T™MD, 1 —JMD,

COoH

ATP ADP+Pi ATP ADP+Pi

ATP ADP+Pi ATP  ADP+Pi

Rys. 8. Przypuszczalna topologia transportera ABC [3,5-7,159].

Poznanie kompletnej sekwencji genomu Saccharomyces cerevisiae ujawnito obecnos¢
co najmniej 30 transporterow ABC. W oparciu o podobienstwo sekwencyjne
pogrupowano je w 6 rodzin: PDR, MDR, MRP/CFTR, RLI, YEF3 i ALDP [158].
Pierwsza z wymienionych grup jest najliczniejsza 1 nalezy do niej wigkszos¢
transporterow odpowiedzialnych za eksport lekow. Wsrdéd glownych pomp
wielolekowych u S. cerevisiae wymienia si¢ PdrSp, Snq2p oraz Yorlp, ktore
charakteryzuja si¢ bardzo szerokim spektrum substratowym, obejmujacym m.in. leki
przeciwgrzybowe, przeciwnowotworowe, herbicydy.

Przyktadem jednego ze zidentyfikowanych do tej pory transporterow ABC u Candida
albicans jest biatko CDR1 zaangazowane w opornos¢ na flukonazol i inne azole. Gen
kodujacy ten transporter zostat sklonowany przez Prasada na drodze komplementacji
mutanta pdr5 S. cerevisiae 1 jak wykazano przejawia struktur¢ homologiczna do
ludzkiej P-glikoproteiny bedacej pompa wielolekowa odpowiedzialna za opornosé
nowotworow na wiele chemoterapeutykow [160,161]. Zwazywszy na ogromna
réznorodnos$¢ 1 niska specyficznos¢ transporterow ABC przypuszcza sig, ze sa one
zaangazowane nie tylko w zjawisko oporno$ci. Ostatnie dowody potwierdzaja, ze te
multifunkcjonalne biatka posrednicza w istotnych funkcjach fizjologicznych jak:
patogeneza bakteryjna, transdukcja sygnatu, réznicowanie komoérek i szereg innych
(Rys. 9). Ponadto wykazano, ze transportery ABC maja zdolno$¢ do translokacji
fosfolipidow, co stwierdzono dla Cdrlp oraz jego homologéw: Cdr2p i Cdr3p. Nalezy
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przy tym podkresli¢, ze Cdrlp i Cdr2p, ktorych nadekspresja prowadzi do MDR
wykazuja aktywnos$¢ flopazy kierujac fosfolipidy na zewnatrz komorki, podczas gdy
Cdr3p nie zaangazowane w nadawanie opornosci dziata jako flipaza. Na tej podstawie
wnioskuje sig, ze zdolnos¢ do transferu fosfolipidow jest fizjologiczna rola biatek ABC
niezaleznie od ich udzialu w eksporcie lekow [3,5-7,162-165].
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Rys. 9. Wieloczynnikowa rola transporteréw typu ABC w komdrkach drozdzy. Transportery ABC nie

zaangazowane w zjawisko opornosci wielolekowej jak CDR3, CDR4, STE6 oraz HST6 (oznaczone symbolem *)

zostaty réwniez ujete w zestawieniu w celu podkreslenia ich szczegdlnych funkcji. SNQZ2 (Sensitivity to 4-
nitroquinoline N-oxide); YORI (Yeast Oligomycin Resistance); YCFI (Yeast Cadmium Factor) [164,165].

Druga klasa pomp blonowych - MFS definiowana jest jako rodzina permeaz

zbudowanych z 2 jednostek strukturalnych o 6 transmembranowych o — helikalnych

segmentach polaczonych cytoplazmatyczna petla (Rys. 10). W odréznieniu od

transporteréow ABC nie zawieraja one domeny wiazacej ATP. Zrédtem energii tego

typu no$nikdéw jest chemiosmotyczny gradient jonowy (PMF-proton motive force) [3,5-
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7]. Chociaz MFS moga dziata¢ jako uniportery, symportery i antyportery, dominuje
ostatni z wymienionych typow transportu: protony tworzace gradient migruja do
komorki, a czasteczki substratu sa pompowane na zewnatrz. Przypuszcza sig, ze w
rozpoznawanie substratu zaangazowane sa regiony C -terminalne ,potéwek”
transporterow MFS, natomiast regiony N - terminalne odpowiadaja za translokacjg
protondw. Analiza filogenetyczna pozwolita wyodrgbni¢ w rodzinie MFS skupiajacej
kilkaset biatek, dwie rézne grupy ze wzgledu na obecnos¢ 12 lub 14 segmentow

transmembranowych (TMS -Transmembrane Segments) [166,167].

i ' o A
: Q%QF

Rys. 10. Przypuszczalna topologia transportera MFS [5-7].

Biorac pod uwage typ aktywnosci, biatka MFS klasyfikuje si¢ na 5 Kklas
zaangazowanych odpowiednio w: a) opornos¢ lekowa; b) transport cukréw; ¢) transport
intermediatow cyklu Krebsa; d) antyport ufosforylowanych estréw (fosforan heksozy,
fosfoglicerynian); e) import oligosacharydow [167].

W komorkach Saccharomyces cerevisiae zidentyfikowano 28 transporterow

MFS, z ktorych kilka wykazuje istotne znaczenie w opornosci jak np. FLRIp
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zaangazowany w oporno$s¢ w stosunku do cykloheksimidu, flukonazolu, nadtlenku
wodoru 1 zwiazkéw kadmu. Z kolei w przypadku Candida albicans kluczowa rolg
przypisuje si¢ CaMDR1p oraz FLU1p. Gen kodujacy pierwsze z wymienionych biatek,
znany poczatkowo jako BEN' zostal wyizolowany przez Flinga [168] oraz Prasada i
wspotaut. [169]. Nadekspersja CaMDR1 w komorkach S. cerevisiae prowadzi m. in. do
opornosci na benomyl, metotreksat, cykloheksimid [170,171]. Specyficznym substratem
dla drugiego z transporteréw pozostaje natomiast flukonazol oraz jak wykazano ostatnio
rowniez kwas mykofenolowy [172].

Mimo intensywnych badan nad funkcjonowaniem pomp wielolekowych ciagle
istnieje szereg kontrowersji dotyczacych mechanizmu, wedtug ktorego biatka btonowe
transportuja  ksenobiotyki z wnegtrza komoérki do $rodowiska zewngtrznego.

Zaproponowano kilka r6znych modeli (Rys. 11).

Cytozol Pora wodna Hydrofobowy ,.odkurzacz” molekularny Flipaza

Przestrzen
zewnatrzkomérkowa

Rys. 11. Przypuszczalne mechanizmy transportu lekdw przez transportery btonowe [173].

Wedlug konwencjonalnego modelu pory wodnej substrat jest wiazany od strony
cytozolowej a nastepnie translokowany przez dwuwarstwe lipidowa i uwalniany do
zewnatrzkomorkowej fazy wodnej, po czym nastgpuje reorientacja wolnych stron
wiazania transportera. Model ,,odkurzacza molekularnego” zaktada z kolei, ze
hydrofobowe zwiazki sa ,,wysysane” z cytoplazmatycznej warstwy blony i usuwane na
zewnatrz. Alternatywnie, transportery MDR moga dziata¢ jako flipazy translokujac leki
w kierunku od wewngtrznej do zewngtrznej warstwy btony, skad na drodze dyfuzji
czasteczki dostaja si¢ do srodowiska zewnatrzkomorkowego [173].

W oparciu o obserwacje ludzkich transporteréw MDR1/MRPs zaproponowano ostatnio
przypuszczalnag sekwencj¢ etapow usuwania lekéw z komorek grzybowych za

posrednictwem transporteréw blonowych [174], zilustrowana na Rys. 12 na przyktadzie
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flukonazolu. Nalezy jednak podkresli¢, ze jest to jedynie hipoteza, ktorej potwierdzenie

‘f:;‘r_ \:’ Flukonazol

wymaga dowodoéw eksperymentalnych.

N HO LN
S QN
Flukonazol

Rys. 12. 1) oddzialywanie leku z miejscem wigzania (DBS; Drug Binding Site)
zlokalizowanym w rejonie TMS (7ransmembrane Segments); 2) zwigzanie
leku moze stymulowac hydrolize ATP w obszarze NBD; 3) hydroliza ATP w
NBDs inicjuje zmiany konformacyjne w TMDs ( 7ransmembrane Domains); 4)
reorganizacja prowadzi do uwolnienia i wyrzutu leku na zewnatrz komorki.
Zaden z etapédw (1-4) nie zostat dla zwigzkéw azolowych udowodniony
eksperymentalnie [174].

Generalnie przyjmuje sig, iz klasyczny substrat transporteréw grzybowych
stanowia hydrofobowe zwiazki o jednoznacznym tadunku elektrycznym penetrujace
btong komoérkowa glownie na drodze pasywnej dyfuzji [1]. Istotne znaczenie dla
efektywnosci eksportu pomp blonowych moze mie¢ roéwniez rozmiar usuwanego
ksenobiotyku co stwierdzono w przypadku transportera PdrSp [175]. Badania
prowadzone nad funkcjonowaniem Cdrlp wykazaty, Ze biatko to ma zdolnos¢ do
wyrzutu tak roznorodnych zwiazkéw jak: inhibitor syntezy biatek - cykloheksimid, lek
przeciwnowotworowy -tamoxifen, jonoforowy peptyd - nigercyna, modyfikator MDR -
trifluoperazyna, bloker kanatow wapniowych - verampamil [176] czy tez ludzkie
hormony sterydowe - B-estradiol 1 kortykosteron [177]. Spektrum substratowe pomp
eksportujacych jest zatem bardzo szerokie i obejmuje zwiazki o zrdéznicowanej
strukturze i mechanizmie dziatania. Sugeruje si¢ nawet mozliwo$¢ posiadania przez
transportery bialkowe kilku miejsc wiazacych zdolnych do rozpoznawania zupeinie

niepodobnych do siebie zwiazkéw. Ostatnio stwierdzono ze w przypadku transportera
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PdrSp z S. cerevisiae mozna moéwic€ o istnieniu co najmniej 3 takich miejsc, przy czym
niektdre substraty moga oddzialywac nawet z wigcej niz jednym z nich [175].

W literaturze niewiele jest informacji na temat wplywu mutacji
odpowiedzialnych za zjawisko opornosci wielolekowej na dzialanie makrolidow
polienowych. Wiadomo jedynie, iz wigkszo$¢ szczepoéw MDR zachowuje wrazliwos¢
na zwiazki dzialajace na poziomie btony komodrkowej jak: amfoterycyna B [45] i
zasadowe oligopeptydy [178]. Wyniki opublikowanych do tej pory badan sugeruja, ze
mechanizm dziatania tego typu zwiazkow na wielolekooporne komorki grzybow zalezy
od struktury antybiotyku jak rowniez typu wklonowanego genu ksztattujacego MDR
[46,160,169,176].

Nystatyna begdaca bliskim analogiem AmB jest wymieniana ws$réd wielu
réznych zwiazkoéw (mikonazol, winblastyna, ludzkie hormony sterydowe) indukujacych
ekspresj¢ CDRI w komorkach C. albicans [177]. Z kolei w przypadku szczepow S.
cerevisiae transformacja genem CDRI prowadzi do przywrocenia opornosci
wrazliwych komorek w stosunku do wielu lekéw (azole, cykloheksimid,
chloramfenikol) tacznie z nystatyna. Z drugiej strony na drodze komplementacji
szczepu S. cerevisiae (JG436) z delecja PDR5 (nadwrazliwo$¢ na cykloheksimid)
uzyskano szereg transformantow, ktore jak stwierdzono eksperymentalnie wykazuja
zroznicowany profil wielolekooporno$ci. Generalnie ten typ transformacji prowadzi do
opornosci na chloramfenikol, cykoloheksimid, mikonazol z réwnolegle obserwowana
nadwrazliwoscia w stosunku do oligomycyny, nystatyny i 2,4 dinitrofenolu [160].
Wykazano, ze otrzymane transformanty w réznym stopniu reaguja na dzialanie
antybiotykdw polienowych. Ws$rod szeregu mutantéw testowanych w kierunku
opornosci krzyzowej na nystatyng, filiping i AmB wigkszo§¢ z nich zachowywata
podobna wrazliwo$¢ jak szczep wyjsciowy. W przypadku kilku transformantéw
zaobserwowano jednakze wzmocniona wrazliwo$¢ na dzialanie filipiny i1 nystatyny,
podczas gdy wrazliwos¢ w stosunku do AmB pozostata niezmieniona [160]. Sugeruje
sig, ze zroznicowane profile wielolekoopornosci moga by¢ wynikiem funkcjonowania
alterantywnego mechanizmu opornosci, ktory zaklada wystgpowanie kilku réznych
form (alleli) genéow MDR/PDR odpowiedzialnych za zjawisko MDR [176]. W wyniku
specyficznych mutacji w odpowiedzi na bodzce $rodowiskowe dochodzi do zmiany
powinowactwa kodowanych przez nie transporterow w stosunku do substratoéw, co w
konsekwencji prowadzi do obserwowanych zmian we wrazliwosci mutantow MDR

[160,168,179].
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Ostatnio stwierdzono, ze w komoérkach transformanta szczepu AD1234568
wyposazonego w transporter biatkowy Cdrlp nystatyna konkuruje o miejsce wigzania z
IAAP (jodoaryloprazosyna) - analogiem substratu (prazosyny) ludzkiej P-glikoproteiny.
Wiazanie to moze by¢ efektywnie blokowane przez modulator - disulfiram (Antabuse),
co w efekcie prowadzi do wzrostu wewnatrzkomorkowego stezenia leku 1 zwigksza
efektywnos¢ jego dzialania [180].

W $wietle przedstawionych powyzej faktow mozna stwierdzi¢, iz dostgpne w literaturze
informacje odno$nie dzialania nystatyny w stosunku do szczepdéw wielolekoopornych
nie sa spojne. Dyskusyjna wydaje si¢ kwestia zdolnosci transporterow Cdrlp do
eksportu tego antybiotyku. Wedlug jednych zrédet spektrum substratowe pomp Cdrlp
obejmuje nystatyng, wedtug innych natomiast antybiotyk ten nie jest wymieniany wsrod
substratéw tego rodzaju transporterow blonowych.

Z kolei doniesienia na temat amfoterycyny B, podobnej pod wzgledem strukturalnym
do nystatyny, w aspekcie zjawiska MDR sa ograniczone. Badania porownawcze
prowadzone w Katedrze Technologii Lekow 1 Biochemii nad dzialaniem AmB 1 jej
niskotoksycznej pochodnej - MFAME na szczepy S. cerevisiae wrazliwy (JG436) oraz
oporny (PS12-4) zawierajacy transporter Cdrlp wykazaly, ze testowane antybiotyki
zachowuja aktywno$¢ w stosunku do szczepoéw z wyksztatcong wielolekoopornoscia.
Badane zwiazki indukuja w przypadku obu szczepow stymulacje komorek (wzrost
zdolnos$ci komorek traktowanych antybiotykiem do tworzenia kolonii), permeabilizacjg
btony oraz efekt toksyczny [46]. Niemniej jednak molekularny mechanizm, wedlug
ktorego AmB oraz jej pochodna przezwyci¢zaja zjawisko MDR nie zostat jak dotad
wyjasniony. Racjonalne wytlumaczenie tego fenomenu wymaga rozwazenia szeregu
r6znych mozliwych hipotez. Nalezy w tym miejscu zwroci¢ uwagg na fakt, iz zarowno
natywna, jak i chemicznie modyfikowana AmB, oprocz wigzania z btong plazmatyczna
wykazuje zdolno$¢ do penetracji do wnetrza komorki 1 internalizacji, co zostato
potwierdzono eksperymentalnie w oparciu o fluorescencyjna metode transferu energii
[42,43]. W zwiazku z tym zachowanie aktywnosci wzgledem szczepow
wielolekoopornych przez tego typu zwiazki moze by¢ wynikiem tak réznorodnych
efektow jak: a) inhibicja genow MDR na réznych etapach; b) inhibicja posttranslacyjne;j
modyfikacji bialek transportowych; c) zaktocenie funkcjonowania domen wiazacych
ATP w pompach btonowych; d) nieodwracalna inaktywacja biatek transportowych; e)

brak wtasciwosci substratowych dla pomp eksportujacych.

45



3. Cel i zakres pracy

2

Zespot naukowy ,,Chemoterapii Molekularnej” Katedry Technologii Lekow i
Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej od wielu lat kontynuuje
badania, ktére koncentruja si¢ na poszukiwaniu nowych lekow przeciwgrzybowych o
korzystnych wtasciwos$ciach farmakologicznych. W ramach tych badan prowadzone sa
prace nad projektowaniem i synteza pochodnych amfoterycyny B zmierzajace do
otrzymania pochodnej pozbawionej gtownych wad tego cennego antybiotyku tj.
toksycznosci 1 stabej rozpuszczalnosci w wodzie. Istotnym osiagnigciem w tym zakresie
bylo otrzymanie pochodnych z zawada przestrzenna zlokalizowana w ,,polarnej gtowie”
czasteczki AmB. Pochodne te zachowuja aktywno$¢ przeciwgrzybowa wyjsciowego
antybiotyku, a rownoczesnie wykazuja obnizona toksyczno$¢ w stosunku do komoérek

zwierzecych. Mechanizm wysokiej selektywnosci dziatania tego typu zwiazkow nie

zostat jak dotad w petni wyjasniony.

Celem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej jest blizsze
poznanie czynnikbw 1 mechanizmow, lezacych u podstaw poprawy selektywnej
toksycznos$ci zawadzonych przestrzennie pochodnych AmB oraz ich aktywnos$ci
wzgledem opornych szczepow grzybowych (mutanty sterolowe oraz wielolekooporne).
Wilaczenie do tych badan wigkszej liczby zwiazkéw (seria K) stwarza mozliwosé
weryfikacji, oméwionej] w poprzednich rozdziatach rozprawy, hipotezy o istotnosci
zawady przestrzennej w strukturze pochodnych AmB jako elementu odpowiedzialnego
za wzrost selektywnosci dziatania tego typu zwiazkow. Zagadnienia te wymagaja
podjecia wielokierunkowych badan, w ktérych nalezy uwzgledni¢ szereg aspektow
zaré6wno o charakterze biologicznym jak i fizykochemicznym dotyczacych dziatania tej
klasy zwiazkow na poziomie molekularnym. Realizacja tych zadan badawczych moze
mie¢ istotne znaczenie dla racjonalnego projektowania dalszych syntez

niskotoksycznych pochodnych AmB.

Do badan wyselekcjonowano zwiazki o rdéznym stopniu selektywnej
toksycznos$ci. Naleza do nich zardwno zwiazki referencyjne (AmB, AMA, AMPA oraz
MFAME) jak i nowe pochodne N- aminoacylowe.
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Zakres realizowanych w ramach niniejszej pracy badan obejmuje nastgpujace

zagadnienia:

)

2)

3)

ogolna charakterystyka wtasciwosci biologicznych wytypowanych zwiazkow:

1) oznaczenie aktywnos$ci przeciwgrzybowej (MIC) wobec szczepu
standardowego Candida albicans ATCC 10261 jako modelu komorek
patogennych zawierajacych ergosterol

i1) okreslenie aktywnos$ci permeabilizacyjnej 1 hemolitycznej w stosunku do
krwinek czerwonych jako reprezentanta zawierajacych cholesterol komorek
gospodarza (EKso 1 EHs)

charakterystyka wrazliwosci szczepow reprezentujacych rézne mechanizmy

opornosci tj. mutantow ergosterolowych Candida albicans posiadajacych defekt

w szlaku biosyntezy ergosterolu (opornos$¢ specyficzna) oraz szczepow

Saccharomyces cerevisiae, wyposazonych w pompy eksportujace typu ABC i

MEFS (oporno$¢ wielolekowa)

1) poréwnanie  aktywno$ci  przeciwgrzybowej (MIC, MFC) oraz
permeabilizacyjnej (wymiana H'/K")

1) oznaczenie powinowactwa AmB 1 pochodnych do blon opornych komorek
grzybowych w oparciu o fluorescencyjna metodg transferu energii

ii1) okreslenie stabilno$ci wigzania AmB i1 pochodnych do bton mutantéw MDR
(z zastosowaniem sond molekularnych i1 spektrofluorymetrii)

1v) dziatanie AmB 1 wybranych pochodnych na komérki grzybowe znakowane
rodaming ~ R6G, znanym  substratem pomp MDR  (metoda
spektrofotometryczna)

podstawy selektywnos$ci dziatania badanych zwiazkow:

a) analiza sktadu roztworow wodnych AmB 1 wybranych pochodnych w oparciu

o spektroskopig absorpcyjng UV-VIS
1) 1identyfikacja liczby i typow form spektralnych tworzonych przez badane
zwiazki w roztworach wodnych o réznym skladzie z zastosowaniem
zaawansowanych technik chemometrycznych (metoda glownych

skladowych - PCA, iteracyjna procedura samouzgodnienia - MCR-ALS)
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1) okreslenie wptywu sktadu srodowiska wodnego na proces agregacji
(stezenie 1 rodzaj soli, wptyw pH)

iii) okreslenie wpltywu modyfikacji chemicznych na przebieg procesu
agregacji (wptyw zawady przestrzennej oraz stanu jonowego czasteczki
na stan antybiotyku w roztworze)

iv) ustalenie zwiazku migdzy forma antybiotyku w roztworze a
toksycznos$cia

b) okreslenie wydajnosci kanalow btonowych indukowanych przez rézne formy
zagregowane AmB 1 pochodnych w pecherzykach zawierajacych
ergosterol lub  cholesterol (metoda fluorymetryczna oparta o

przepuszczalno$¢ blony dla protonow).
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4. Czesc eksperymentalna

4.1. Materiaty

4.1.1. Antybiotyki

Struktury wytypowanych do badan zwiazkéw zestawiono w Tab. 2.

Tabela 2. Struktura AmB i badanych pochodnych.

Lp-| Zwigzek Nazwa R, R, R;
1 AmB | amfoterycyna B -OH -H -H
amid 3-N,N-
2 | AMA | dimetyloamionopropylowy | -NH(CH2);N(CHz), -H -H
amfoterycyny B
amid 4- /~ \
3 | AMPA | petylopiperazynowy —N N—CH, -H -H
amfoterycyny B
\
ester metylowy N-metylo- HC O OH
4 | MFAME | N-D-fruktopyranozylo -OCH; -CH, HO@
amfoterycyny B .
CH,
5 K N—O—t—butylotyrozylo -OH HJC—|—) o—< :>—CH2CH—co— .
’ amfoterycyna B CH, ILHZ H
CH,
6 K, |N-O™-t-butyloaspartylo _OH H,C—00C-CH;-CH~=CO - H
amfoterycyna B CH, NH,
CH,
7 K, |N-O™- t-butyloglutamylo _OH H,C—-00c— (CHZ)Z—(i:H—CO— ‘H
amfoterycyna B CH, NH,
CH,
8 K,, |/N-O-t-butyloserylo -OH H3C4’>O*CHTCHfCO - H
amfoterycyna B CH, T‘\IH
H3C*$H*C‘H — (;O -
9 K,, |N-O-t-butylotreonylo -OH 0 NH, q
amfoterycyna B H3C+CH3 )
CH,
(l)
10 Kio D-prolilo amfoterycyna B -OH O\J\ H
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Tabela 2 c.d.

11 Ko 4-hydroksy-prolilo -OH H
amfoterycyna B

12 Ky D-tryptofanylo _OH H
amfoterycyna B

13 Koy N-O’- benzyloaspartylo -OH CH 00C—CHj~ ?H co- _H
amfoterycyna B NH,
N-O-t-butylo-D-treonylo

14 Ksy amfoterycyna B -OH >>\H/ -H

(CH),CO"
H c%o

15 Kis | N-O-t-butylo-D-tyrozylo _OH H
amfoterycyna B

16 | PAMB | N-1-piperydynopropionylo _OH N — (CH,),CO— _H
amfoterycyna B

Amfoterycyna B pochodzila z firmy Sigma-Aldrich, natomiast badane pochodne

zsyntezowano w Katedrze Technologii Lekoéw i1 Biochemii Politechniki Gdanskiej

[39,40,181]. AMA oraz MFAME stosowane byly do badan w formie L-asparaginiandw.

Stezenia antybiotykéw wyznaczano spektrofotometrycznie w oparciu o molowy

wspotezynnik ekstynkeji (408 = 160 000 [M™' cm™]) antybiotykéw w metanolu.

4.1.1.1. Oczyszczanie amfoterycyny B

Handlowy preparat amfoterycyny B (Sigma), ktéry wykorzystywano w

pomiarach spektrofotometrycznych, poddawano uprzedniemu oczyszczaniu celem

odseparowania homologu AmB — amfoterycyny A (28,29-dihydro amfoterycyna B).

Oczyszczanie prowadzono wedlug opracowanej przez siebie metody, ktorej schemat

przedstawiono na Rys. 13.
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AmB/DMSO + bufor Tris

Supernatant

inkubacja, 15 min, t. pok
wirowanie (20 min, 3000 obr/min)

Osad |

przemywanie buforem TRIS
wirowanie (15 min, 3000 obr/min)

[

Supernatant | z
przemycia

Osad I/DMSO + bufor

Supernatant Il

Osad Il

przemywanie buforem TRIS
wirowanie (15 min, 3000 obr/min)

T

inkubacja, 15 min, t. pok
wirowanie (20 min, 3000 obr/min)

Supernatant Il z
przemycia

Osad II/DMSO + bufor

Supernatant <—#

Osad lll

inkubacja, 15 min, t. pok
wirowanie (20 min, 3000 obr/min)

przemywanie buforem TRIS
wirowanie (15 min, 3000 obr/min)

T

Supernatant lll z
przemycia

Osad Il

wirowanie (15 min, 3000 obr/min)
operacja 2-krotnie powtérzona

T

Supernatant z
przemywania
acetonem

Osad Il + eter

wirowanie (15 min, 3000 obr/min)
operacja 2-krotnie powt6érzona

T

Supernatant z
przemywania
eterem

oczyszczona AmB

Rys. 13. Schemat metody oczyszczania AmB.
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Procedura oczyszczania

Antybiotyk rozpuszczono w 1,2 ml DMSO w stgzeniu 20 mg/ml, dodano powoli do 120
ml buforu Tris, o pH = 6,80 1 inkubowano przez 15 min w temp. pok. Nastgpnie probke
poddawano wirowaniu (20 min, 3000 obr/min), a osad jednokrotnie przemywano 45 ml
buforu Tris. Po ponownym odwirowaniu (15 min, 3000 obr/min), osad rozpuszczano
bardzo starannie mieszajac w niewielkiej ilosci DMSO (1,5 ml), po czym powoli
dodano do 60 ml buforu Tris. Po 15 min inkubacji w temp. pokojowej probke
odwirowywano (20 min, 3000 obr/min). Otrzymany osad ponownie rozpuszczono w ok.
1 ml DMSO i powtarzano ciag operacji wytracania i ponownego przemywania buforem.
W celu przyspieszenia suszenia w konicowych etapach osad traktowano 25 ml acetonu,
a po odwirowniu (15 min, 3000 obr/min) ta sama czynno$¢ powtdrzono z eterem
dietylowym. Otrzymany produkt suszono w eksykatorze prézniowym. Czystos¢ AmB
oceniano na podstawie charakterystycznych widm absorpcyjnych. W celu oceny
efektywnosci opracowanej metody oczyszczania AmB wykonano réwniez widma UV-
VIS supernatantow zebranych na poszczeg6lnych etapach.

4.1.1.2. Badane pochodne

Wszystkie badane pochodne pochodza z Katedry Technologii Lekéw i1 Biochemii.
Amid 3 — dimetyloaminopropylowy amfoterycyny B (AMA) otrzymany zostal wedlug
procedury opisanej przez Falkowskiego [181]. Amid 4-metylopiperazynowy
amfoterycyny B (AMPA) zsyntetyzowano z AmB oraz odpowiedniej aminy w oparciu
o metod¢ wykorzystujaca DPPA, ktorej szczegoty podano w opracowaniu Falkowski 1
wspétaut. [181] oraz Bolard 1 wspotaut. [182]. Ester metylowy N-metylo-N-D-
fruktopyranozylo amfoterycyny B (MFAME) otrzymywano wedlug procedury
opracowanej przez Grzybowska i1 wspotaut. [39] wychodzac z N-D-fruktopyranozylo
amfoterycyny B formowane; w reakcji AmB 1 D-glukozy z rownoczesnym
przegrupowaniem Amadori’ego.

Pochodne z serii K otrzymywano na drodze acylowania AmB w rozpuszczalnikach
organicznych lub ich mieszaninie aminokwasami z aktywowana grupa karboksylowa,
korzystnie w postaci estrow aktywnych badz Fmoc-chronionych aminokwasoéw z grupa
aminowg pierwszo- lub drugorzedowa. Grupg ochronng usuwano przy pomocy 1,5-
diazobicyklo[4.3.0.]non-5-enu (DBN) a surowy produkt wydzielano na drodze
wytracenia eterem etylowym i oczyszczano metoda chromatografii kolumnowej na zelu

krzemionkowym [40]. Wszystkie badane pochodne AmB nie zawieraja amfoterycyny
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A. Zanieczyszczenie tym homologiem AmB zostaje efektywnie wyeliminowane w toku
syntezy 1 izolacji koncowych produktow.

4.1.2. Pozywki:
agar, bacto-pepton, YNB, AM3 pochodzily z firmy Difco, glukoza z koncernu

Polfa-Krakéw, mieszanina aminokwasow (Yeast Synthetic Dropout Medium
Supplement Without Uracil) z firmy Sigma-Aldrich.

4.1.3. Odczynniki:
DMSO, FCCP, Walinomycyna, EPC, sterole, surowica ludzka, albumina surowicy

ludzkiej (HSA), sondy fluorescencyjne: TMA-DPH 1 R6G pochodzity z firmy
Sigma, natomiast pyranina zakupiona zostata w firmie Molecular Probes. Stosowane
sole nieorganiczne oraz rozpuszczalniki byty produktami firmy Polskie Odczynniki

Chemiczne 1 charakteryzowaly si¢ stopieniem czystosci cz.d.a.

4.1.4. Badane komorki

Badania prowadzono na dwoch typach komorek:

» Candida albicans, Sacccharomyces cereviasie, jako modele komorek
patogennych zawierajacych ergosterol
» ludzkie erytrocyty, jako reprezentant zawierajacych cholesterol komorek

gospodarza.

Szczegdtowe zestawienie wszystkich stosowanych w badaniach szczepow grzybowych,
facznie z krétka ich charakterystyka oraz odpowiednimi odno$nikami literaturowymi

zestawiono w Tabeli 3.

Standardowy szczep Candida albicans ATCC 10261 stosowany w badaniach pochodzit
z kolekcji Katedry Technologii Lekow 1 Biochemii Politechniki Gdanskiej. Mutanty
ergosterolowe Candida albicans oraz transformaty szczepow JG436 1 AD
Saccharomyces cerevisiae otrzymano od prof. R. Prasada, School of Life Sciences,
Javaharlal Nehru University, New Delhi, India. Szczep S. cerevisiae JG436 zostal z
kolei udostgpniony do badan przez prof. J. Golin z Catholic University of America,
Washington, a szczep AD1234568 pochodzit z kolekcji prof. A. Goffeau z Université
Catholique de Louvain, Belgium. Natomiast szczepy kliniczne C. albicans zostaty
podarowane KTLiB przez profesora J. Morschhiusera z Uniwersytetu w Wiirzburgu w

Niemczech.
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Krwinki czerwone izolowano z krwi ludzkiej, udostgpnionej przez Wojewddzka Stacje

Krwiodawstwa w Gdansku.

Tabela 3. Charakterystyka badanych szczepdw grzybowych.

Szczep

Charakterystyka

Odnosnik literaturowy

C. albicans ATCC 44829

C. albicans ATCC 44830

C. albicans ATCC 44831

C. albicans Gu4

C. albicans Gu5

adenino-zalezny szczep produkujacy ergosterol
33 ERG", ade’

mutant ergosterolowy; ergl6, ade’; z defektem
genu kodujacego 5,6-dehydrogenazg sterolowa

mutant ergosterolowy; erg?2, ade’; z defektem
genu kodujacego A® A '— izomeraze sterolowa

izolat kliniczny wrazliwy na dziatanie
flukonazolu

izolat kliniczny oporny na dziatanie flukonazolu
poprzez nadprodukcje CDRI i CDR2

[149-151,183]

[149-151,183]

[149-151,183]

[184]

[184]

S. cerevisiae JG436

S. cerevisiae JGCaMDRI1

S. cerevisiae AD1234568

S. cerevisiae ADCDR2

S. cerevisiae ADCaMDR1

S. cerevisiae ADNC-36

Mata, pdr5::Tn5, leu2, met5, ura3-52, mak71,
KRBI

JG436 transformowany genem CaMDR]

Mata, pdril-3, his, ura3, pdriA, snq2A, pdril0A,
pdrlIA, pdri5A, yorlA, ycfIA

AD 1234568 transformowany genem CaCDR2

AD 1234568 transformowany genem CaMDR]

AD 1234568 transformowany genem CaALKS

[185]

[186]

[158]

[163]

[186]

[187]

4.2. Aktywnos¢ w stosunku do komadrek grzybowych

4.2.1. Przechowywanie i namnazanie szczepow

Szczepy grzybowe przechowywano i namnazano w podtozach o nastgpujacym

skladzie:

1. Candida albicans (C.a.), erg-2 1 erg-16 :
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» wzrostowe: stale - bacto-pepton 1%; glukoza 2%; yeast extrat 1%, agar 2 % oraz
ptynne - bacto-pepton 1%; glukoza 2%; yeast extrat 1% (YEPG)

> do oznaczania aktywnosci : bacto-pepton 1%:; glukoza 2%; NaCl 0,5%.

2. Saccharomyces cerevisiae:

1) AD1234568, JG436 :

» wzrostowe: stale — glukoza 2%; YNB 0,17%; siarczan amonu 0,5%; uracyl
0,003 %; mieszanina aminokwasow (Yeast Synthetic Dropout Medium
Supplement Without Uracil; 1,92 g/l); agar 2% oraz pltynne o identycznym
sktadzie z pominigciem agaru

» do oznaczania aktywnosci: glukoza 2%; YNB 0,17%; siarczan amonu 0,5%;
uracyl 0,003 %; mieszanina aminokwasow (Yeast Synthetic Dropout Medium
Supplement Without Uracil; 1,92 g/1), NaCl 0,5 %

b) ADCaMDR1; ADCDR2; ADNC-36; JGCaMDR1

» wzrostowe state — glukoza 2%; YNB 0,17%; siarczan amonu 0,5%;
mieszanina aminokwasow (Yeast Synthetic Dropout Medium Supplement
Without Uracil; 1,92 g/l); agar 2 % oraz ptynne o identycznym sktadzie z
pominigciem agaru

» do oznaczania aktywnosci: glukoza 2%; YNB 0,17%; siarczan amonu 0,5%;
uracyl 0,003 %; mieszanina aminokwasow (Yeast Synthetic Dropout Medium
Supplement Without Uracil; 1,92 g/1); NaCl 0,5 %

3. Candida albicans Gu4 i1 GuS5:

» wzrostowe: state - bacto-pepton 1%; glukoza 2%; yeast extrat 1%; agar 2 %
oraz ptynne - bacto-pepton 1%; glukoza 2%; yeast extrat 1% (YEPG)

» do oznaczania aktywnosci : Antibiotic Medium 3 (AM3); glukoza 2%.

4.2.2. Oznaczanie aktywnosci grzybostatycznej (MIC) i grzybobdjczej (MFC)

4.2.2.1. Metoda klasyczna

MIC oznaczano metoda seryjnych rozcienczen w podtozu ptynnym. Komorki

grzybowe z 24 — godzinnej hodowli w temp. 30 °C zawieszano w podtozu ptynnym w

stezeniu 10° kom/ml ( gestos¢ optyczna zawiesiny ODgsop ~ 0,1 ) 1 rozcienczano

10- krotnie. Zawiesing dzielono na 2 ml porcje. Antybiotyk rozpuszczano w DMSO

bezposrednio przed doswiadczeniem 1 przygotowywano seryjne rozcienczenia o

stezeniach 100 — krotnie wyzszych od badanych stgzen koncowych. Do 2 ml zawiesiny
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dodawano po 20 pl roztworu antybiotyku o odpowiednim st¢zeniu, natomiast do
zawiesiny kontrolnej 20 ul DMSO. Po 48 godzinach inkubacji komoérek z
antybiotykiem w 30 °C mierzono ggsto$¢ optyczna poszczegdlnych zawiesin przy 660
nm. Jako MIC przyjmowano najnizsze stezenie antybiotyku hamujace wzrost w podtozu
ptynnym w stopniu > 90% w porownaniu do kontroli wzrostu komorek. W celu
wyznaczenia MFC pobierano 20 pl zawiesiny komorek z probek, w ktorych po 48
godzinach inkubacji z antybiotykiem nie stwierdzono wzrostu i zaszczepiano w 2 ml
swiezego podloza ptynnego. Najnizsze stgzenie, dla ktérego nie obserwowano wzrostu
komorek po 48 godzinach inkubacji w 30°C uznawano za MFC.

4.2.2.2. Oznaczanie aktywnosci grzybostatycznej (MIC) wg procedury zalecanej
przez NCCLS [188]

MIC oznaczano metoda seryjnych rozcienczen w 96 — studzienkowych mikroptytkach
(Medlab), w podtozu AM3 wzbogaconym o dodatek 2% glukozy. Komorki grzybowe z
24 — godzinnej hodowli w temp. 30 °C zawieszano w podtozu plynnym w stezeniu 10°
kom/ml ( ggsto$¢ optyczna zawiesiny ODgeo ~ 0,1 ) 1 rozcieniczano w stosunku 1:50, aby
uzyskaé 2 x 10* komorek na ml. Tak przygotowane inoculum dodawano w objetosci
100 pul do kazdej ze studzienek zawierajacej po 100 pl podtoza z dodatkiem
antybiotykdw o odpowiednich stezeniach (koncowe st¢zenie antybiotyku zawarte w
zakresie 0,00788 — 4 ng/ml). W przypadku kazdego z oznaczen uwzgledniono kontrolg
pozywki (bez dodatku komorek) oraz kontrole wzrostu komoérek. Inkubacje komorek z
antybiotykiem prowadzono przez 24 h w temp. 30°C. Ggsto$¢ optyczna poszczegdlnych
zawiesin mierzono dla dlugosci fali A=620 nm za pomoca czytnika mikroptytek
(Labsystem, Multiscan Bichromatic). Jako MIC w odczycie automatycznym
przyjmowano najnizsze st¢zenie antybiotyku powodujace zahamowanie wzrostu w
podtozu ptynnym w stopniu > 90% w poréwnaniu do kontroli wzrostu komorek

[189,190].

4.2.3. Oznaczanie aktywnosci permeabilizacyjnej

4.2.3.1. Monitorowanie ruchu protonow (ApH)

Komorki grzybowe z wczesnej fazy stacjonarnej (hodowla 18-godzinna w
podtozu ptynnym, 30 °C) odwirowywano (10 min, 3000 obr/min), trzykrotnie

przemywano woda destylowana dejonizowang i zawieszano w wodzie do uzyskania
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stgzenia komorek 2 mg suchej masy /ml (1 ml zawiesiny o gestosci optycznej ODggo ~
1 zawiera 0,5 mg suchej masy ).

Zmiany pH zawiesiny $§ledzono przy uzyciu pH-metru (CPI-551, Elmetron). Z
uwagi na labilno$¢ pH niebuforowanej zawiesiny drozdzy wyjsciowe pH ustalano przez
dodatek odpowiedniej ilosci 0,01 M HCI. Po 15 min stabilizacji rejestrowano zmiany
pH zawiesiny w czasie indukowane dzialaniem antybiotyku o stezeniu 2 puM. Po
uplywie 20 min zwigkszano st¢zenie antybiotyku do 10 uM i kontynuowano rejestracje

pH. Wyniki zilustrowano w postaci zalezno$ci ApH = f{(t).

4.2.3.2. Wyplyw potasu z komorek

18-godzinna hodowle komorek grzybowych w podtozu ptynnym odwirowywano
(10 min, 3000 obr/min), przemywano trzykrotnie roztworem soli fizjologicznej 1
zawieszano w soli fizjologicznej do uzyskania st¢zenia komorek 2 mg suchej masy/ml.
Antybiotyki rozpuszczano w DMSO, a nastgpnie sporzadzano roztwory zawierajace
antybiotyk w stezeniu 100-krotnie wyzszym od stezenia koncowego w zawiesinie.
Pomiar ilo$ci jonow potasu uwalnianych do $rodowiska w wyniku dziatania
antybiotyku prowadzono przy zastosowaniu pH-jonometru (CPI-501, Elmetron).
Jonoselektywna elektrod¢ potasowa wprowadzano do zawiesiny komorek, po 10-15
min stabilizacji dodawano antybiotyk o odpowiednim stezeniu i rejestrowano kinetyke
wyptywu potasu. Na wykresach przedstawiono wyptyw potasu w funkcji czasu. Ilos¢
uwolnionego potasu wyrazano w procentach, przyjmujac jako 100% ilo$¢ potasu

uwolnionego z komoérek kontrolnych ogrzewanych przez 10 min w temp. 100 °C.

4.2.3.3. Kinetyka wymiany H'/K"

Przeprowadzono réwnoczesny pomiar ruchu H'/K" w zawiesinie komérek (hodowla
18-godzinna w podtozu ptynnym, 30 °C). Komorki grzybowe z 18-godzinnej hodowli w
podiozu plynnym, po odwirowaniu (10 min, 3000 obr/min), trzykrotnym przemyciu
woda destylowana dejonizowana zawieszano w wodzie do uzyskania st¢zenia komorek
odpowiadajacego 2 mg suchej masy/ml. Nastepnie do zawiesiny komorek
wprowadzano elektrod¢ mierzaca pH oraz jonoselektywna elektrode potasowa; po 15

min stabilizacji dodawano antybiotyk (st¢zenie koncowe w zawiesinie 10 puM) i
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rejestrowano jednoczesnie kinetyke zmian pH oraz wyplywu potasu. Wyniki

zilustrowano w postaci zaleznos$ci (% ApH.; % AK™ = f(t)), gdzie:

> % ApH, wyznaczano w stosunku do catkowitej zmiany pH obserwowane;j
dla danego szczepu w wyniku dziatania antybiotyku

> % AK", czyli iloé¢ jonéw potasu uwalnianych do $rodowiska, obliczono
przyjmujac jako 100% 1ilo$¢ potasu uwolnionego z komorek kontrolnych

ogrzewanych przez 10 min w temp. 100 °C.
4.2.4. Oznaczenie powinowactwa do blon komoérek grzybowych

Oznaczenie powinowactwa AmB 1 pochodnych do bton komorek grzybowych
przeprowadzono dla dwoch grup szczepow reprezentujacych roézne mechanizmy
opornosci tj. mutanty ergosterolowe Candida albicans (erg-2, erg-16) oraz mutanty

wielolekooporne Saccharomyces cerevisiae (ADCaMDR1, ADCDR2).

4.2.4.1. OkresSlenie stopnia wigzania z komorkami grzybow fluorescencyjna
metoda transferu energii

Roztwdr wyjsciowy sondy fluorescencyjnej TMA-DPH sporzadzano w DMSO
w stezeniu 2 mM. Antybiotyki rozpuszczano réwniez w DMSO, przygotowujac
roztwory zawierajace antybiotyk w stezeniu 100-krotnie wyzszym od stgzenia
koncowego w zawiesinie. Komorki grzybowe z 18-godzinnej hodowli w podtozu
ptynnym, po odwirowaniu (10 min, 3000 obr/min) i trzykrotnym przemyciu zawieszano
w soli fizjologicznej w przypadku mutantoéw ergosterolowych oraz w 0,1 M KCI dla
mutantéw MDR S. cerevisiae do uzyskania stezenia 10° kom/ml ( gesto$¢ optyczna
zawiesiny ODggp ~ 0,1). Wybdr odpowiedniego medium podyktowany zostat
zachowaniem zywotno$ci komoérek w warunkach oznaczenia (metodyka oznaczenia
punkt 4.2.4.2.). Pomiar fluorymetryczny na spektrometrze luminescencyjnym Perkin-
Elmer LS-55 prowadzono w temp. 37 °C z mieszaniem. Do 2 ml zawiesiny komorek
dodawano 2 pl roztworu TMA-DPH (stezenie koncowe sondy 2uM), a nastgpnie po
okoto 5 min (stabilizacja poziomu fluorescencji) dodawano 2 pl roztworu antybiotyku i
rejestrowano zmiany intensywnosci fluorescencji w czasie. Dtugos$ci fal wzbudzenia i
emisji wynosily odpowiednio 427 nm i 365 nm, a szerokos$¢ stosowanych szczelin 2,5 i

5 nm. Dla tych dtugosci fal mierzono warto$¢ absorpcji w zawiesinach komorkowych,
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odpowiednio przed 1 po dodaniu antybiotyku. Pomiary spektrofotometryczne

prowadzono z zastosowaniem spektrofotometru UV-Vis Beckman Model 3600.

Wydajnos¢ transferu energii E, miedzy sonda inkorporowana do btony a
polienami wyznaczano wedtug ponizszego wzoru [191]:

E=1-(F/Fy), F= F°x10 (A1+A2)12

F- intensywno$¢ fluorescencji po dodaniu antybiotyku do zawiesiny komorek
F, - intensywnos$¢ fluorescencji przed dodaniem antybiotyku do zawiesiny komoérek

' =F - warto$¢ fluorescencji po dodaniu antybiotyku skorygowana ze wzgledu na
absorpcje
Al, A2 -absorpcja polienu przy dtugosci fali 365 nm (wzbudzenie) 1 427 nm (emisja)

4.2.4.2. Oznaczenie zdolno$ci komoérek grzybowych do tworzenia kolonii (c.f.u.)

Zywotnoéé komorek grzybowych w warunkach pomiarow
spektrofluorymetrycznych badano w oparciu o zdolno$¢ do tworzenia kolonii (c.f.u.).
Zawiesiny komorek po 30 min inkubacji w 37 °C z sonda fluorescencyjna 1
antybiotykiem o zadanym stgzeniu, rozcienczano 10, 100, 1000 — krotnie 1 wysiewano
na podtoze agarowe ( sktad wg pkt 4.2.1) wzbogacone w zaleznosci od szczepu
odpowiednio w 0,9% NaCl lub 0,1 M KCI. Ilo$¢ utworzonych kolonii komoérek
grzybowych liczono po 72 godz (mutanty ergosterolowe) 1 96 godz. (mutanty MDR S.
cerevisiae) inkubacji w 37 °C. Porownywano liczbg kolonii z zawiesiny komorek
kontrolnych (100%) 1 poddanych dziataniu antybiotyku. Zdolno$¢ do tworzenia kolonii

(c.f.u.) wyrazano w % kontroli.

4.2.5. Okreslenie stabilnosci wigzania do blon komorek grzybow
wielolekoopornych

Oznaczenie przeprowadzono dla standardowego szczepu Saccharomyces
cerevisiae AD1234568 oraz mutantow ADCaMDR1 i ADCDR2 wyposazonych w
biatkowe pompy eksportujace odpowiednio typu MFS i ABC. Pomiar wykonano w 2
wariantach:

1) zawiesing komorek w srodowisku 0,1 M KCI preinkubowano 20 min w 37°C
z sondqa TMA-DPH (stgzenie koncowe 2 uM), po czym komorki odwirowywano (Smin,

3000 obr/min), zawieszano w $wiezym medium, nastgpnie po okoto 5 min stabilizacji
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poziomu fluorescencji dodawano do zawiesiny antybiotyk, a po 15 min dodawano
glukozeg (stezenie koncowe w zawiesinie 50 mM) i rejestrowano zmiany intensywnosci
fluorescencji w czasie

2) zawiesing komdrek w 0,1 M KCI preinkubowano 20 min w 37°C z
antybiotykiem oraz sonda TMA-DPH (stezenie koncowe 2 uM), po czym komorki
odwirowywano (5 min, 3000 obr/min), zawieszano w §wiezym medium i rejestrowano
zmiany intensywno$¢ fluorescencji w czasie w warunkach a) braku Zrddla energii b)

obecnosci glukozy (stezenie koncowe w zawiesinie 50 mM).

4.2.6. Okreslenie wplywu AmB i wybranych pochodnych na komorki grzybow
wielolekoopornych znakowanych rodaming 6G

Badania transportu rodaminy R6G ,,do” i1 ,,z” komodrek wielolekoopornych
szczepow S. cerevisiae wykonano wg procedury opisanej przez Maesaki i wspoétaut.
[192] z kilkoma modyfikacjami. Komorki grzybowe z 14 — godzinnej hodowli
zawieszano w $wiezym podlozu ptynnym (YNBG) w stezeniu 10° kom/ml ( gestosé
optyczna zawiesiny ODggo ~ 1) 1 inkubowano w temp. 30 °C przez 4 h. Od$wiezone
komoérki odwirowywano (5 min, 5000 obr/min) i trzykrotnie przemywano woda
destylowana. Nastgpnie komorki zawieszano w 0,1 M KCl do uzyskania stezenia 108
kom/ml i inkubowano 1 h z wytrzasaniem (150 rpm) w temp. 30 °C. Roztwor
wyjsciowy R6G sporzadzano w DMSO w stezeniu 10 mM. Zawiesing komorek z
barwnikiem (stgzenie koncowe 10 puM) inkubowano przez 10 min (do momentu
osiagnigcia stabilnego poziomu akumulacji R6G w komorkach) w ciemnosci w temp.
30°C. Komorki znakowane R6G szybko odwirowywano (3 min, 9000 obr/min),
jednokrotnie przemywano 1 zawieszano w 0,1 M KCIl. W eksperymencie majacym na
celu okreslenie wptywu AmB oraz pochodnych na proces eksportu R6G z komorek
grzybowych do zawiesiny tak przygotowanych komorek dodawano rozpuszczony w
DMSO antybiotyk (stezenie koncowe w zawiesinie 2 uM) i preinkubowano 10 min.
Probki kontrolne traktowano odpowiednia iloscia DMSO zamiast antybiotykiem.
Pomiary prowadzono w warunkach obecno$ci 1 braku zrodia energii (glukoza). W
czasie t = 0 tj. bezposrednio po dodaniu glukozy pobierano z obu porcji zawiesiny (,,z” 1
,»bez” glukozy) podwoédjne 2 ml probki i odwirowywano (3 min, 9000 obr/min).
Absorbancj¢ supernatantoéw zebranych z poszczegdlnych probek mierzono przy
dtugosci fali 527 nm z zastosowaniem spektrofotometru UV-VIS Perkin Elmer, A 45. Po

10, 20, 40 oraz 50 min dalszej inkubacji pobierano kolejne probki, odwirowywano i
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dokonywano pomiardw spektrofotometrycznych. Jako odnos$nik stosowano 0,1 M KCl
oraz supernatant z komorek kontrolnych. Stgzenie R6G eksportowanej z komorek
grzybowych wyznaczano w oparciu o krzywa wzorcowa sporzadzona przez

miareczkowanie roztworu 0,1 M KCI.

4.3. Oznaczanie aktywnosci w stosunku do krwinek czerwonych
4.3.1. Oznaczanie aktywnosci permeabilizacyjnej i hemolitycznej

Krew rozcienczano roztworem soli fizjologicznej i odwirowywano w temp. 4°C,
10 min, 3000 obr/min. Supernatant i warstwe¢ biatych krwinek usuwano, a krwinki
czerwone przemywano dwukrotnie zimnym roztworem soli fizjologiczne;.

Antybiotyki rozpuszczano w DMSO, a nastgpnie sporzadzano roztwory
zawierajace antybiotyk w stgzeniu 100 krotnie wyzszym od stezenia koncowego w
zawiesinie. Odpowiednie ilosci roztworéw antybiotyku dodawano do soli
fizjologicznej, po czym dodawano gesta zawiesing krwinek w proporcjach 1:25
(koficowe stezenie komoérek wynosito 10° komoérek /ml). Po inkubacji w tazni wodnej
przez 30 min, w temp. 25°C do zawiesiny wprowadzano jonoselektywna elektrode
potasowa podtaczona do woltomierza i mierzono stgzenie jonOw potasu. Ilosé
uwolnionego potasu wyrazano w % przyjmujac jako 100% stgzenie jonOw potasu w
hemolizacie otrzymanym przez zawieszenie krwinek w wodzie w stosunku 1:25.
Roéwnolegle z wyptywem potasu oznaczano ilo$¢ uwalnianej hemoglobiny w kazdej z
badanych prébek. W tym celu odwirowywano 1 ml zawiesiny przez 4 min, 3000
obr/min. Nastgpnie mierzono ggsto$¢ optyczna supernatantu rozcienczonego 10 -
krotnie sola fizjologiczna przy dlugosci fali 540 nm. Hemoliz¢ wyrazano w % w

stosunku do catkowicie zlizowanej probki.

4.4. Aktywnosc¢ wzgledem duzych pecherzykéw lipidowych (REV)

4.4.1. Otrzymywanie duzych jednowarstwowych pecherzykow lipidowych (REV)

Duze jednowarstwowe pecherzyki lipidowe (REV) o sktadzie EPC: cholesterol (80:20);
EPC: ergosterol (90:10) otrzymywano metoda odparowywania w fazach odwroconych

wedlug Szoki 1 Paphadjopoulosa [193]. EPC stosowano bez uprzedniego oczyszczania,
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natomiast ergosterol i cholesterol poddawano przed uzyciem dwukrotnej krystalizacji z
etanolu.

Sterole rozpuszczano w chloroformie w st¢zeniu 100 mM. Odpowiednie ilosci tak
przygotowanych roztworow lipidow mieszano w kolbce okragtodennej o pojemnosci 50
ml, a nast¢pnie odparowywano chloroform pod zmniejszonym ci§nieniem w atmosferze
argonu. Utworzona warstwg lipidowa rozpuszczano w 6 ml eteru dietylowego [st¢zenie
lipidow (EPC+sterol) 20 umol], poczym dodawano 2 ml buforu potasowego (100 mM
K,SO4, 20 mM KH,POy4; pH = 7,1) zawierajacego 20 mM pyraning. Otrzymana w ten
sposob dwufazowa mieszaning sonifikowano 5 min (Sonifikator typ: Soniprep 150,
Sanyo) do momentu uzyskania trwatej emulsji (3 min). Nastgpnie usuwano fazg¢
organiczng przez powolne odparowywanie pod zmniejszonym ci$nieniem w atmosferze
argonu, w temp. pokojowej. W trakcie odparowywania zachodza charakterystyczne
zmiany wlasciwos$ci reologicznych zawartosci kolbki zwigzane ze zmianami organizacji
lipidow. Poczatkowo formowany jest lepki zel, ktory w ciagu 10-15 min zaczyna ulegad
rozpadowi przechodzac w posta¢ wodnej zawiesiny, w ktorej zawieszone sa fragmenty
zelu 1 pojedyncze pecherzyki. Calkowity rozpad fazy Zelowej oznacza przej$cie do
ostatniego etapu procedury - sezonowania. Podczas kilkunastu minut utrzymywania
zawiesiny pegcherzykow w temperaturze wyzszej od temperatury tranzycji i pod
obnizonym ci$nieniem dochodzi do usunigcia resztek rozpuszczalnika i1 ostatecznego
uformowania si¢ pecherzykow.

Z uwagi na duza niejednorodno$¢ rozmiaréw otrzymywanych w ten sposob
pecherzykow w dalszej kolejnosci zawiesing poddawano homogenizacji na drodze
przettaczania (ekstrudcji) przez poliweglanowe filtry membranowe (Nucleopore Corp.,
Pleasanton) o $rednicy porow 0,8 um. W ostatnim etapie procedury w celu oddzielenia
pecherzykéw z zamknigta w nich pyranina od tej czesci, ktora nie ulegla zamknigciu

stosowano natomiast filtracj¢ zelowa na kolumnie PD10 Sephadex G-25.

4.4.2. Oznaczanie st¢zenia fosfolipidow

Stezenie fosfolipidéw w duzych jednowarstwowych pegcherzykach lipidowych
(REV) oznaczano wedlug kolorymetrycznej metody Stewarda [194] opartej na
formowaniu kompleksu pomigdzy cyjanozelazianem amonowym a EPC.

W pierwszej kolejnosci sporzadzano wyjsciowe roztwory chloroformowe EPC o

stezeniu 1 1 10 nmol/ul, po czym odpowiednie ilosci tak przygotowanych roztwordw
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dodawano do 3 ml chloroformu, by uzyska¢ stezenie koncowe EPC w zakresie od 10 do
120 nmol/ul. Do kazdej z probek dodawano po 3 ml roztworu koloranta o sktadzie:
27,03 g FeCl;6H,0; 30,4 g NHsSCN na 11 H,O. Cyjanozelazian amonowy nie
rozpuszcza si¢ w chloroformie, ale jego kompleks z EPC jest fatwo rozpuszczalny 1 w
momencie zmieszania ulega rozdziatlowi w fazie chloroformowej. Powstaty dwufazowy
uktad poczatkowo intensywnie wytrzasano r¢cznie przez 2 min, a nast¢gpnie poddawano
wirowaniu (20 min, 3000 obr/min; temp. pok.). Z kazdej z badanych prébek pobierano
za pomoca pipety Pasteura dolna warstwe chloroformowa i dokonywano pomiaru
gestosci optycznej dla dlugosci fali 488 nm. W razie konieczno$ci przeprowadzano
klarowanie pobranego materiatu poprzez dodatek szczypty bezwodnego siarczanu sodu.
W oparciu o uzyskane wyniki wykreslano krzywa wzorcowa dla kompleksu
EPC:kolorant, na podstawie ktdrej wyznaczano dokladne stgzenie fosfolipidow w

probkach pecherzykow traktowanych w sposob opisany powyzej.

4.4.3. Oznaczanie aktywnoSci permeabilizacyjnej wzgledem duzych pecherzykow
lipidowych (REV) metoda fluorymetryczng

W celu oceny zdolnosci AmB i1 wybranych pochodnych do permeabilizacji
btony pecherzykow lipidowych, zawierajacych odpowiednio ergosterol lub cholesterol,
zastosowano metod¢ oparta na monitorowaniu zmian intensywnosci fluorescencji
pyraniny jako wewnatrzpgcherzykowego indykatora pH [76].
Pomiar fluorymetryczny prowadzono na spektrometrze luminescencyjnym Perkin-
Elmer LS-55 w temp. pok z mieszaniem. Intensywno$¢ emisji fluorescencji pyraniny
mierzono w czasie dla dlugosci fali 510 nm przy wzbudzeniu 460 nm, stosujac
szczeliny o szerokosci odpowiednio 5,0 i 10 nm. Do 2 ml zawiesiny pecherzykoéw
lipidowych w buforze potasowym (100 mM K,SO4, 20 mM KH,PO4; pH = 7,1)
otrzymanych wg metody opisanej w punkcie 4.4.1. dodawano w pierwszej kolejnosci 5
ul H,SO4 by wygenerowaé gradient pH (pHgw = 6,6). Nastepnie do uktadu
wprowadzano 5 ul 0,2 mM FCCP w etanolu i 2 ul roztworu antybiotyku w DMSO o
odpowiednim stezeniu. Po 10 min dodawano 5 pl walinomycyny (stgzenie koncowe 2,5

uM) celem okre$lenia maksymalnej zmiany fluorescencji.

Schemat obliczen [76]:
Zwazywszy na fakt, ze zmiany fluorescencji pyraniny sa liniowo zalezne od zmian pH,

gradient pH wynosi 0,53 a objgtos¢ pgcherzykow REV jest pomijalna w stosunku do
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objetosci zewnetrznego Srodowiska, procent wyptywu potasu indukowany przez
antybiotyk wyznaczano w oparciu o ponizsze zaleznosci:
A[H1=A[K]=0,78 x 107 x 10*0%*

X — procent zmian fluorescencji obserwowany po dodaniu antybiotyku wzgledem zmian
indukowanych dziataniem walinomycyny

P — procent wyptywu potasu indukowany przez antybiotyk w porownaniu do catkowitego wypltywu
notowanego w obecnosci walinomycyny

4.5. Spektrofotometryczne badanie stanu antybiotyku w roztworze

Przebieg procesu agregacji AmB i pochodnych badano w roztworach wodnych o
sktadzie: woda, 155 mM NaCl (s6l fizjologiczna), 150 mM NaCl buforowany SmM
Na,HPOs/ NaH,PO4 (PBS; pH = 7.4), bufor Tris (pH =6,8). Widma absorpcyjne
testowanych zwiazkow wykonano przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS, Lambda 45,
Perkin Elmer w zakresie dtugo$ci fali 550 — 300 nm. Wyniki rejestrowano w formie
cyfrowej z gestoscia probkowania 1 nm. Stosowano kuwety o dlugosci drogi optyczne;j

10; 2; 1; 0,5 cm dobrane odpowiednio w zaleznosci od badanych stezen antybiotyku.

4.5.1. Zawarto$¢ form rozpuszczalnych

Seryjne rozcienczenia AmB i1 pochodnych przygotowano w DMSO w stezeniach
100- krotnie wyzszych od zadanych st¢zen koncowych. Nastepnie po 40 pl roztworu
antybiotyku dodawano do 4 ml roztworu wodnego o odpowiednim sktadzie. Wodne
roztwory AmB i pochodnych o st¢zeniach w zakresie od 0,5 do 50 uM inkubowano 2
godziny z mieszaniem w temperaturze pokojowej. Nastepnie dzielono je na dwie 2 ml
porcje: a 1 b. Rejestrowano widmo absorpcyjne probki a oraz prébki a rozcienczonej
metanolem w stosunku objetosciowym 1:1 (a’). Probke b odwirowywano (11000
obr/min, 10 min), sporzadzano widmo uzyskanego supernatantu oraz supernatantu

rozcienczonego metanolem w proporcji 1:1 (b’).

Stgzenie AmB oraz pochodnych okre§lano w oparciu o warto$¢ absorbancji przy
dhugosci fali 408 nm dla roztworow wodnych oraz 409 nm w przypadku roztworow
alkoholowo-wodnych. Catkowite stezenie antybiotyku (C;) wyznaczano na podstawie

widma préobki a’, st¢zenie monomeru (C,,) w oparciu o probke b, do okreslenia st¢zenia

64



form rozpuszczalnych: monomeréw 1 rozpuszczalnych oligomeréow wykorzystano
natomiast probke b’. Stezenia agregatow rozpuszczalnych (C;) oraz nierozpuszczalnych

(Cur) obliczano wedhug wzoru:

Cr = (Cm + Cro) - (Cm)

Cnr = (Ct) - (Cm + Cro)

gdzie:

(Cm + C,,) - stezenie antybiotyku w probkach b’

Biorac pod uwage, iz wartos¢ molowego wspotczynnika absorpcji €, dla monomeru
badanego zwiazku zalezy od polarnosci rozpuszczalnika, wyznaczono warto$¢ tego
parametru w roztworach wodnych i mieszaninach roztwor wodny-metanol. W tym celu
wykreslono zalezno$§¢ molowej absorpcji probek a, b oraz a’, b’ przy diugosci fali
odpowiednio 409 nm 1 408 nm w funkcji stgzenia antybiotyku. Warto$¢ €, wyznaczano

na drodze ekstrapolacji stgzenia do wartosci 0. Wyniki zestawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Zestawienie wartosci molowych wspdtczynnikéw absorpcji dla AmB i pochodnych w
roztworach wodnych oraz alkoholowo-wodnych.

Zwigzek €ma [M'em] | €na[M'em™] | €pp[M'em™] | E€np[Mem™]
AmB 87902 160 000 145 775 160 000
Koy 145 644 131 363 148 732 131 363
Ko 130 465 129 870 119 092 129 870
Ko 130 560 139 860 152 330 139 860
Ko 118 821 137931 138 635 137931
PAMB 88 976 150 660 92 831 150 660

4.5.2. Identyfikacja liczby i typoéw form spektralnych

Roztwory wyjsciowe AmB i badanych pochodnych sporzadzone w DMSO
dodawano do roztworéw wodnych o odpowiednim sktadzie uzyskujac st¢zenia

koncowe antybiotyku w zakresie 0,2 —50 uM. Po 2 godzinach inkubacji w temp.
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pokojowej z mieszaniem rejestrowano widma UV-VIS probek (a) oraz probek
rozcienczonych metanolem (a’) w proporcji objetosciowej 1:1.

Stezenie wyj$ciowe antybiotyku wyznaczano na podstawie warto$ci absorbancji przy
dhugosci fali 408 nm dla roztworow metanolowo-wodnych. Uzyskane wartosci stezen
korygowano w oparciu o rownanie zaleznosci A = f (s), gdzie s to odchylenie
standardowe absorbancji poszczegdlnych widm w zakresie 450-350 nm.
Uwzgledniajac  skorygowane wartoSci stgzen zarejestrowane widma AmB oraz
pochodnych przeliczano na warto$ci molowych wspotczynnikow ekstynkcji 1 zapisano
w postaci macierzy W ztozonej z n wierszy i m kolumn. Kazdy wiersz odpowiadat
jednej diugosci fali. Warto$ci n wynosity odpowiednio: n= 151 dla AmB, PAMB i
pochodnych serii K, n=141 dla AMPA i1 n=131 dla AMA. Kazda kolumna
odpowiadata pojedynczemu roztworowi o danym stgzeniu antybiotyku.

Macierz W poddana zostala nastgpnie analizie z zastosowaniem zaawansowanych
technik chemometrycznych obejmujacych metodg gtownych sktadowych, spektroskopig

rézniczkowa oraz numeryczna dekompozycje¢ widm.

4.5.2.1. PCA [195]

W celu okreslenia liczby niezaleznych sktadnikow, czyli twordéw spektralnych,
tworzacych widma sktadajace si¢ na poszczegdlne macierze W uzyskane dla kazdego z
badanych antybiotykow w kazdym z testowanych $rodowisk macierze te analizowano
metoda glownych sktadowych.

W pierwszym etapie kazde z widm poddano standaryzacji (autoskalowaniu)

zgodnie z ponizszym wzorem:

M Sij- 4
Oj
gdzie: s;; - molowy wspotczynnik ekstynkcji dla ith dtugosci fali

M — wartos¢ $rednia molowych wspotczynnikow eksynkcji jth widma
0; _odchylenie standardowych wspotczynnikow eksynkcji ith widma

uzyskujac w efekcie znormalizowane macierze W. Macierz korelacji C konstruowano w

oparciu o zalezno$¢:

2
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W wyniku rozktadu macierzy korelacji C metoda gltownych sktadowych
uzyskano m wzajemnie ortogonalnych wektorow wlasnych. Z kazdym wektorem
wlasnym zwigzana jest jednoznacznie liczba zwana warto$cia wilasna A;. Liczba ta
charakteryzuje zasdb zmiennosci (informacji) zawartej w danym wektorze wtasnym.
Minimalna ilo$¢ wektoréw wilasnych (o najwigkszych warto§ciach wiasnych) niezbgdna
do odtworzenia zmiennos$ci zawartej w danych wyznacza ilo$¢ niezaleznych tworow
spektralnych — k. Z uwagi na blad pomiaru (szum) pierwsze k wektorow wiasnych
moze nie zawiera¢ 100 % zmiennosci zawarte] w zbiorze widm. W typowych
zastosowaniach analizy gldéwnych skltadowych wykorzystuje si¢ najczgsciej tzw. wykres
osypiska. Wykazano jednak, ze metoda ta zawodzi przy analizie danych spektralnych.
Dlatego w niniejszej pracy zastosowano w tym celu analiz¢ widm resztowych

[196,197].

4.5.2.2. Spektroskopia pochodnych

Dla wstgpnego oszacowania zawartosci poszczegélnych form  spektralnych
wykorzystano tzw. widma rézniczkowe bedace pochodnymi odpowiednich rzedow ze
znormalizowanych widm [198]. Wykazano, ze kazda z form spektralnych posiada w
wybranych zakresach dhlugosci fali swoiste cechy uwidaczniajace si¢ szczegdlnie

wyraznie na widmach rézniczkowych II rzedu.

4.5.2.3. Numeryczna dekompozycja widm [199]

Jezeli widma spetniaja prawo Lamberta-Beer’a, macierz widm W mozna przedstawi¢ w
postaci iloczynu dwoéch innych macierzy: macierzy sktadnikow B, ktorej kolumny
reprezentuja widma tworéw spektralnych oraz macierzy utamkéw molowych X, ktorej

kolumny zawieraja utamki molowe poszczeg6élnych tworow spektralnych.

(3) W = BX

Analiza gtownych sktadowych stwarza mozliwo$¢ oszacowania ilosci niezaleznych
twordéw spektralnych nie dostarcza jednak jednoznacznej informacji o widmach tych
tworow. Informacja ta zawarta jest wprawdzie w wektorach wlasnych, niemniej jednak
wektory wilasne uzyskano zaktadajac ich idealna ortogonalnosé¢, co w przypadku widm

tworow spektralnych nie jest prawdziwe.
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W zwiazku z tym rozwiazanie rOwnania (3) wymaga zastosowania techniki okreslane;j

mianem iteracyjnej procedury samouzgodnienia (NSD). Schemat dziatania algorytmu

Pierwsze przyblizenie widm
bazowych

|| Oszacowanie skladu préobek I|

widm samouzgodnionych zilustrowano na Rys. 14.

A

A T N

Poprawki

Y ? Y

Wprowadzanie

poprawek

Odtworzenie widm
proébek

Pierwsze
przyblizenie

L)* |I Nowe widma bazowe II(__ skladu prébek

Poprawki
? Y

A

Wprowadzanie
poprawek

A

Rys. 14. Schemat dziatania algorytmu widm samouzgodnionych.

Rozpoczgcie procedury samouzgodnienia wymaga danych inicjujacych. Moga nimi
by¢:
= zerowe przyblizenie macierzy widm bazowych By, lub

= zerowe przyblizenie macierzy utamkéw molowych X.

W przypadku pierwszym procedura ma przebieg:

1) Liniowa kombinacja odwroconych i zrenormalizowanych wektorow wlasnych
wykorzystywana jest do otrzymania zerowego przyblizenia kolumn macierzy B (widma
czystych sktadnikow). Wspotczynniki kombinacji dobierano rg¢cznie w taki sposob, by
otrzymane widma bazowe spetniaty dwa nastgpujace zatozenia:

1) wspolczynniki ekstynkcji molowych nie moga przyjmowac ujemnych warto$ci

i1) ilo$¢, pozycja oraz intensywnos$¢ pasm absorpcyjnych w widmach sktadnikow
powinna by¢ zblizona do tych samych warto$ci obserwowanych w zarejestrowanych

widmach.
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2) Przyblizenie macierzy B, zastosowano do wyznaczenia macierzy ulamkow
molowych wedtug wzoru:

X1 =[Bo'Bo]'Bo'W (4)
3) Macierz X; korygowano nastg¢pnie biorac pod uwage dwie reguty:

1) utamki molowe nie powinny by¢ ujemne

i1) suma ulamkéw molowych poszczegdlnych tworéw spektralnych w kazdej probce
powinna wynosic 1.

By speti¢ powyzsze warunki ujemne elementy macierzy X; sprowadzano do 0 i kazda
kolumna macierzy X zostata przeskalowana formujac macierz Y.

4) Macierz Y; wykorzystano do wyznaczenia nowego przyblizenia macierzy
sktadnikow B wedlug wzoru:

Bi= WY,'[YiY/'T" (5)
5) Macierz Y; z kroku (3) oraz macierz B, z kroku (4) zastosowano nastgpnie do

obliczenia macierzy odtworzonych widm V;:

V =BY (6)
Poréwnanie warto$ci z macierzy V; z macierza widm rzeczywistych pozwala oceni¢
stopien zgodno$ci widm odtworzonych i rzeczywistych. Jako miarg zgodnos$ci przyjeto

sume¢ kwadratow rdzni¢ odpowiadajacych sobie elementdw obu macierzy:
SKR = ZZ(Wij —Vj
i

6) Powtarzajac etapy od 2) do 4) po kilku cyklach iteracji uzyskiwano zadawalajace

samouzgodnienie wynikow.

W przypadku drugim zerowe przyblizenie utamkow molowych X, uzyska¢ mozna z
analizy widm rozniczkowych Il rzedu (p. 4.5.2.2). Pozwala to wyznaczy¢ pierwsze
przyblizenie widm bazowych B,;. Dalszy tok postgpowania jest analogiczny jak w

przypadku pierwszym.

4.5.2.4. Model agregacji

Na podstawie wczesniejszych prac dotyczacych procesow agregacji AmB [38]
stwierdzono, ze stezenie monomeru nie rosnie nieograniczenie, ale przyjmuje pewna
graniczng wartos¢, ktora okreslono mianem MMC (ang. Maximal Monomer
Concentration). Wystgpowanie maksymalnego st¢zenia monomeru wskazuje, ze proces
agregacji AmB ma charakter agregacji nieograniczonej. W pierwszym etapie agregacji
dochodzi do taczenia si¢ amfipatycznych monomeréw do hydrofilowych dimeréw ze

stata dimeryzacji Kp. Z etapem tym zwiazane sa wyrazne zmiany widma. W kolejnych
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etapach agregacji dimery oddziatywuja ze soba tworzac coraz wigksze agregaty ze stata
agregacji Ka. Zgodnie z modelem agregacji nieograniczonej wielko$¢ agregatow nie

jest ograniczona. Wykazano [38], Ze z tym etapem agregacji nie wiaza si¢ zmiany

widma.

Model:

M+M=D D = KpM?

D+D=A, A, =K, D? = K,Kp’M*
D+A,=A; Az = KAA,D = K2 Kp*M®
D+A,;=An An = K,"'Kp"M*"

Mozna wykazaé, ze przy takim modelu agregacji st¢zenie zagregowanej formy
antybiotyku daje si¢ opisa¢ zaleznos$cia:
2K M*
(1-K,K,M?)’

)

Stad catkowite stezenie antybiotyku mozna wyrazi¢ jako:

2
c=M+ KoM )
(1-K,K,M*)’

a maksymalne stezenie monomeru:
1
MMC = —— A3)

VKK,

Jezeli wprowadzone zostang nowe oznaczenia K 1 o takie, ze:

KD:KOL
I(A:E
o

to KaKp = KZ, a zatem MMC = %;

W przypadku wystgpowania wigcej niz jednego typu agregatu przyjgto zatozenie, ze
powstaja one niezaleznie od siebie. Zawartos¢ kazdego typu agregatu (X, Y, A) opisuje

przy tym taka sama zalezno$¢:

2K a.M?
[X] = —

Coekwy @
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W pracy przyjeto, ze proces agregacji pochodnych AmB ma taki sam charakter jak
wyjsciowego antybiotyku. Warto§ci parametrow modelu wyznaczono z iteracyjnego
dopasowania rownania modelu do danych doswiadczalnych metoda algorytmu Simplex.
Wyznaczone parametry modelu przeliczano nastgpnie na wartosci stalych dimeryzacji

Kp oraz K.

4.5.3. Oddzialywanie z bialkami surowicy ludzkiej

Oznaczenie wykonano dla AmB jako zwiazku referencyjnego oraz dwoéch
wybranych pochodnych: AMA i PAMB.
Kinetyke 1 stabilno§¢ wiazania antybiotyku z biatkiem §ledzono w oparciu o
spektroskopi¢ UV-VIS. Albuming surowicy ludzkiej (HSA) rozpuszczano w buforze
PBS (pH=7,4) sporzadzajac roztwér wyjsciowy biatka o stgzeniu 1000 uM.
Odpowiednie ilo$ci roztworu HSA dodawano nast¢pnie do roztworéw badanych
zwiazkéw o stezeniu 2 i 10 uM, przygotowanych w buforze PBS, po 2 godzinach
preinkubacji w temp. pok. z mieszaniem. Miareczkowanie prowadzono w taki sposob,
by uzyska¢ st¢zenie koncowe biatka w zakresie 0,5 - 40 uM. Po aplikacji kolejnych
porcji biatka rejestrowano widma absorpcyjne badanych zwiazkoéw w zakresie dtugosci
fali 550-300 nm. We wszystkich pomiarach jako odnosnik stosowano probke buforu
PBS zawierajaca identyczng ilo$¢ HSA jak probka z antybiotykiem.
W celu okre$lenia stanu réwnowagi w wiazaniu badanych zwiazkéw z biatkiem dla
najwyzszego stgzenia HSA (40 uM) $ledzono kinetyke wiazania rejestrujac kolejne
widma absorpcyjne z czgstotliwoscia 5 min przez 1 godzing.
Surowicg ludzka, przed przystapieniem do pomiarow spektrofotometrycznych,
rozcienczano buforem PBS w stosunku 1:5, z uwagi na silng absorbancj¢ w zakresie
400- 300 nm pochodzaca od biatek oraz barwnikéw zoélciowych. Do przygotowanej w
ten sposob surowicy dodawano nastgpnie odpowiednia ilo$¢, sporzadzonych w DMSO,
wyjsciowych roztworow badanych zwiazkdéw, tak by koncowe stezenie antybiotyku w
prébece wynosito 10 uM. Widma absorpcyjne prébek rejestrowano w zakresie dlugosci
fali 550-300 nm kolejno po uptywie 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 oraz 120 min inkubacji
zwiazku z surowica w temp. pok. z mieszaniem, stosujac jako odnos$nik wyjsciowa

probke surowicy rozcienczona buforem PBS (1:5).

71



5. Wyniki i wnioski

5.1. Selektywna toksycznos¢ AmB i badanych pochodnych

AmB i (Tab. 5)

Wiasciwosci  biologiczne badanych  pochodnych
scharakteryzowano w stosunku do komorek Candida albicans oraz ludzkich
erytrocytow, wybranych jako modele odpowiednio komoérek patogennych i komoérek
gospodarza. Jako miarg aktywno$ci przeciwgrzybowej przyjeto wartosci dwoch
parametrow charakteryzujacych dziatanie grzybostatyczne antybiotyku tj. ICsy oraz
MIC, natomiast toksyczno$¢ w stosunku do krwinek czerwonych badano w oparciu o
pomiar wyplywu potasu z erytrocytow (EKsg) 1 hemolizg (EHsp). W$rod testowanych
zwiazkow nalezacych do nowej generacji zawadzonych przestrzennie pochodnych N-
aminoacylowych (seria ,,K”), cztery (Ks, K35, Ki6, K34) badano z zastosowaniem innej

procedury eksperymentalnej. Wyniki dla tychze zwiazkéw przedstawiono w Tab. 14.

Tabela 5. Selektywna toksyczno$¢ AmB i badanych pochodnych

Candida albicans ATCC 10261 Erytrocyty
Zwigzek MIC [uM] ICso [uM] EKso [uM] | EHso [uM]
AmB 0,1 0,05+0,004 1,2+0,072 1,954+0,085
AMA 0,08 0,02+0,001 13+1,41 23+1,53
AMPA 0,25 0,09+0,005 10+1,66 >100
MFAME 0,3* 0,1+0,045%* 156+8,025* >250%
Ko 0,3 0,070,002 61+2,58 >200
Kio 0,2 0,06+0,002 56+3,25 >200
K7 0,45 0,240,009 27+1,35 >250
Ky 0,21 0,060,025 540,26 14+0,63
Kz 03 0,130,065 4+0,24 130,52
K> 0,81 0,29+0,015 81£3,60 >200
Ky 0,6 0,3+0,016 50+2,25 >200
PAMB 0,235 0,130,085 102+5,62 >200

* zrédto literaturowe [39,41-44]

MIC — minimalne st¢zenie zwiazku wywolujace catkowite zahamowanie wzrostu drobnoustroju
ICs, - stezenie zwiazku powodujace zahamowanie wzrostu drobnoustroju w 50%
EKj — stgzenie zwiazku indukujace 50% wyptywu potasu z krwinek czerwonych
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EHj5, — stgzenie zwigzku indukujace 50% wyplywu hemoglobiny z krwinek czerwonych
Na podstawie zilustrowanych w Tab. 5 wynikow mozna stwierdzi¢, iz badane

pochodne w znacznym stopniu zachowuja aktywno$¢ przeciwgrzybowa wyjsciowego
antybiotyku a réwnocze$nie wykazuja zréznicowana toksyczno$¢ w stosunku do
krwinek czerwonych. AMA, Kjo, Ky wykazuja kilkukrotna popraweg selektywnej
toksyczno$ci w porownaniu do AmB, podczas gdy w przypadku PAMB obnizenie
toksyczno$ci, podobnie jak dla MFAME, jest radykalne. Wyplyw potasu z krwinek
czerwonych indukowany przez te pochodne zachodzi w st¢zeniach ponad 100-krotnie
wyzszych anizeli w przypadku AmB. Ponadto zwiazek ten praktycznie nie indukuje
hemolizy, co stwierdza si¢ rowniez dla Ko, K;o, K;7, Ks1, Kys. W oparciu o analizg
podobienstwa wykonana metoda najdalszego sasiada (Rys. 15) badane zwiazki mozna

sklasyfikowa¢ na 3 grupy:

» zwiazki, o wysokiej aktywnoSci przeciwgrzybowej, indukujace w
erytrocytach wyplyw jonow potasu i hemoliz¢ w podobnym zakresie
stezen: AmB, AMA, AMPA, Ky, Ky

» zwiazki, o wysokiej aktywno$ci przeciwgrzybowej, indukujace w
erytrocytach wyptyw potasu w wysokich stezeniach, niehemolityczne:
MFAME, Koy, Ko, PAMB

» zwiazki o nieco obnizonej aktywnosci przeciwgrzybowej, indukujace
wyplyw potasu w zakresie $Srednich stezen, nichemolityczne: Ky, Ko,

Ki7.

Na uwage zastuguje fakt braku korelacji pomigdzy permeabilizacja erytrocytow w
stosunku do jonéw K a aktywnoscia hemolityczna badanych pochodnych. Moze to
wskazywaé na wystepowanie réznych mechanizmow zwigkszania przepuszczalnosci
bton erytrocytow w stosunku do jondéw potasu. By¢ moze, powszechnie uznawany dla
AmB koloidoosmotyczny mechanizm hemolizy nie obowiazuje dla niektérych
pochodnych. W przypadku lizy koloidoosmotycznej wartosci EHsg i EKso powinny by¢
zblizone. Stosunek tychze wielkosci dla AmB (liza koloidoosmotyczna) wynosi 1,625.
Zblizona warto$¢ (2,33) obserwuje sie jedynie dla pochodnej AMA (1,77), Ky9 (2,8)
oraz Ky (3,25). W przypadku pozostatych pochodnych- niehemolizujacych, stosunek
EHs, /EKs jest trudny do okreslenia, ze wzgledu na jego wysokos¢.
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K19 K20 AMPA  AmB K9 K10 PAMB K21 K24 K17
AMA MFAME

EKs, 1,00 1,45 0,54 0,37 -0,52 -0,12
EH;, 1,06 1,10 -0,34 0,80
MIC 0,35 -0,19 0,08

ICs, 0,61 -0,38 0,09

-0,66 -0,60

-0,34-0,71
-0,19 0,42 -0,19 0,18
0,85 0,41 0,61 -0,04 -0,38/-1,41 -1,45

Rys. 15. Diagram wigzkowy podobienstwa badanych zwiazkdw wykonany metodg
najdalszego sasiada zilustrowany tgcznie z barwng tabelg testow.

5.2. Aktywnos¢ w stosunku do standardowego szczepu Candida

albicans i mutantéw ergosterolowych

5.2.1. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa (MIC, MFC)

Dla szczepu standardowego Candida albicans (C.a) oraz mutantoéw erg-2 i
erg-16 posiadajacych defekt w szlaku biosyntezy ergosterolu wyznaczono dwa
parametry charakteryzujace rézne typy dziatania chemoterapeutykdw na drobnoustroje
grzybowe tzn. aktywno$¢ grzybostatyczna i grzybobdjcza. Jako miar¢ dzialania
grzybostatycznego przyjeto minimalne st¢zenie zwiazku hamujace wzrost (MIC).
Aktywno$¢ grzybobojcza wyrazono natomiast jako minimalne st¢zenie zwiazku
wywotujace dziatanie bojcze (MFC). Oznaczenia wykonano dla AmB jako antybiotyku
wyjsciowego oraz pochodnych o zroznicowanej selektywnej toksycznosci: AMA
(mato-) i MFAME (wysoce-) selektywnej. Wyniki zestawione w Tab. 6 wyraznie
wskazuja, iz zarbwno AmB jak i pochodne hamuja wzrost i dzialaja grzybobojczo na
wszystkie badane szczepy. W przypadku mutantéw ergosterolowych notuje si¢ okoto

5 - krotne obnizenie wrazliwo$ci w pordwnaniu ze szczepem wyjsciowym zarOwno w
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przypadku-AmB jak i pochodnych. Wartym podkreslenia jest fakt zachowania przez

pochodne aktywnosci bdjczej wyjsciowego antybiotyku. Stgzenie grzybobdjcze AmB

pokrywa sig z jej stgzeniem grzybostatycznym zaréwno dla szczepu dzikiego jak i jego

mutantow. Dla AMA 1 MFAME aktywno$¢ grzybobdjcza jest jedynie 2-krotnie nizsza

od aktywnosci grzybostatycznej. Nalezy podkres§li¢ w tym miejscu duzy wptyw sktadu

jonowego podtoza na aktywno$¢ grzybostatyczna. Przy zastosowaniu podloza bez

dodatku 0,5% NaCl réznica w wartosciach MIC dla omawianych szczepdw byla jedynie

2-krotna (dane niepokazane).

Tabela 6. Aktywno$¢ grzybostatyczna i grzybobdjcza AmB i badanych pochodnych.

Szczep

Zwiazek

MIC [pM] | MFC [uM]
AmB 0,054 0,054
Candida albicans ATCC 44829 (C.a.)
AMA 0,04 0,08
MFAME 0,4 0,8
AmB 0,27 0,27
Candida albicans ATCC 44831 (erg-2) AMA 0,20 0,40
MFAME 2,0 4,0
AmB 0,27 0,27
Candida albicans ATCC 44830 (erg-16) AMA 0,20 0,40
MFAME 2,0 4,0

Komorki inkubowano z antybiotykiem 48 godz. w temp. 30°C. Gesto$¢ optyczng zawiesiny oznaczano przy

dtugosci fali A= 660 nm.

5.2.2. Aktywno$¢ permeabilizacyjna

Permeabilizacj¢ blony komorek szczepu wyjsciowego Candida albicans

(C.a) oraz jednego z mutantdw ergosterolowych - erg-2 indukowana przez AmB i

pochodne charakteryzowano z jednej strony w oparciu o ruch protonéw (badanie

zmian pH), a z drugiej poprzez wyptyw potasu wewnatrzkomorkowego z komorek

poddanych dziataniu antybiotyku. Dodatkowo podj¢to probe okreslenia zalezno$ci

pomigdzy tymi dwoma procesami przy zastosowaniu pomiaru pozwalajacego na

. . . + + . ;. . . . P ,
monitorowanie wymiany H /K" jednoczes$nie w tej samej zawiesinie komorek.
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5.2.2.1. Ruch protonow (ApH) indukowany w komorkach grzybow

Modyfikacje gradientu pH pod wplywem dziatania AmB oraz pochodnych:

AMA i MFAME S$ledzono w niebuforowanym $rodowisku. Z uwagi na labilno$¢ pH

wyjsciowej zawiesiny komorek konieczne bylo zastosowanie matego gradientu pH

przez dodatek odpowiedniej ilosci 0,01 M HCI celem doprowadzenia startowego pH do

poziomu okoto 6. Uzyskane wyniki przedstawiono w formie zalezno$ci ApH = f{(t). Taki

sposob prezentacji pozwolit na zniwelowanie niewielkich réznic pH wyjsciowego w

zawiesinie komorek testowanych szczepow.

W niebuforowanej zawiesinie komorek grzybowych w wodzie obserwuje

si¢ powolne zakwaszanie $rodowiska na skutek metabolizmu zasobow endogennych.

Dodanie antybiotyku polienowego prowadzi do alkalizacji srodowiska. Jest to wynik

wymiany wewnatrzkomorkowego jonu potasu na proton ze Srodowiska. Wymiana ta

zachodzi na skutek permeabilizacji btony komoérkowej wywotanej przez antybiotyk.
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Rys. 16. Zalezno$s¢ ApH=f(t) dla szczepow:

a) Calbicans standardowego (C.a.) b) erg2
c) ergl16 indukowana dziataniem AmB w
warunkach generowania duzego gradientu
pH dodatkiem odpowiedniej ilosci 0,1 M HCI
do wyjsciowej zawiesiny komdrek grzybow.
AmB dodawano po 10 min w stezeniach
odpowiednio 0,5; 1; 2; 5 uM a nastepnie po
uptywie 25 min do tych samych prébek
dodawano 10uM AmB.
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Przy pierwszych pomiarach zastosowano duzy gradient pH, ktory generowano
przez dodatek do wyjSciowej zawiesiny komorek grzybowych odpowiedniej ilosci 0,1
M HCI, osiagajac w ten sposob zmiang pH o jedna jednostke (ApH~1). W takich
warunkach nie obserwowano réznic we wrazliwosci mutantéw ergosterolowych na
AmB. W zakresie stezen antybiotyku od 0,5 do 10 uM stwierdzono podobna, zalezna
od stezenia, alkalizacje srodowiska zaro6wno dla szczepu wyjsciowego jak i mutantow
erg-2 i erg-16 (Rys. 16).

W celu wykazania, ze obserwowane zmiany pH sa efektem roztadowania
gradientu pH pod wplywem dzialania antybiotyku na komorki a nie wynikiem wptywu
innych czynnikdéw przeprowadzono analogiczne do$wiadczenie dla zawiesiny komorek
martwych. W tych warunkach nie obserwowano po dodaniu antybiotyku zadnych zmian

pH (Rys. 17).

6 - *O,IM HCI
oosee
575 1 :
55 1
:5- ‘ ® --Ca.
5,25 | . 10 uM AmB

S

W

0 5 10 15 Zf) . .25 30 35 40
czas [min]

Rys. 17. Zaleznos¢ pH=f(t) dla standardowego szczepu C. albicans.
Zawiesine komdrek gotowano 10min w 100 °C, a potem traktowano 10 uM
AmB. Wyjsciowe pH ~ 5.

Roéznice we wrazliwo$ci mutantow ergosterolowych na dzialanie AmB i
wybranych pochodnych wystapity dopiero w przypadku zastosowania mniejszego
gradientu pH (ApH~0,25).

Na Rys. 18 zilustrowano przebieg zmian pH w czasie indukowanych przez AmB i
pochodne w komorkach szczepu wyjsciowego C.a. oraz jednego z jego mutantow
ergosterolowych. Tylko w przypadku szczepu wyjSciowego obserwuje si¢ alkalizacje
srodowiska, zarowno w wyniku dzialania antybiotyku macierzystego jak i pochodnych.

Badane zwiazki r6znia si¢ jednak kinetyka i wielkoscia indukowanych zmian pH. Dla

AMA omawiane roznice s3a zasadniczo niewielkie i sprowadzaja si¢ wlasciwie do
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nieznacznego opoédznienia dzialania w poréwnaniu do AmB. Natomiast MFAME
zastosowana w stezeniach 2 1 10 uM dziala zdecydowanie wolniej 1 mniej efektywnie
anizeli AmB 1 AMA uzyte w tych samych stezeniach. Catkowita zmiana pH
indukowana przez ta pochodna jest okoto dwukrotnie mniejsza w poréwnaniu do ApH,

obserwowanej dla antybiotyku wyj$ciowego.
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Rys. 18. Kinetyka ruchu protonéw (ApH=f(t)) dla szczepu standardowego C.
albicans (C.a.) oraz erg-2 indukowana przez AmB i pochodne. Komérki
drozdzy zawieszano w $rodowisku wody dejonizowanej; stezenie koricowe komorek 2
mg suchej masy/ml.

W odréznieniu od szczepu wyjsciowego dla mutanta erg-2 nie notuje si¢ wzrostu
pH w wyniku dziatania AmB i pochodnych dodanych do zawiesiny w st¢zeniu 2 uM.
Wzrost st¢zenia antybiotyku do 10 uM prowadzi do zdecydowanie mniejszych zmian w
porownaniu ze szczepem wyjsciowym. Podobny efekt obserwowano dla drugiego z

mutantow ergosterolowych, a mianowicie mutanta erg-16 i AmB (dane niepokazane).

Zmniejszenie wrazliwosci mutantow ergosterolowych zwiazane jest z brakiem
zdolnos$ci do wytwarzania ergosterolu w zwiazku z defektami w szlaku jego biosyntezy.
W przypadku erg-16 na skutek mutacji genu kodujacego 5,6-dehydrogenaz¢ sterolowa
akumulowany jest zymosterol, episterol, ergosta-7-en—3-p-ol, ergosta-7,22-dien-3-f-ol.
Natomiast w komorkach erg-2 nieposiadajacych funkcjonalnej A®A’- izomerazy

gromadzi si¢ zymosterol i1 fekosterol (Rys. 19) [183].
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a)

T

HO
fungisterol 5,6 -dihydroergosterol ergosterol
(ergost-7-en-3p-ol) (ergost-7,22-dien-3p-ol) (ergost-5,7,22-trien-3p-ol)
b)
— =
HO HO
fekosterol episterol

Rys. 19. Intermediaty szlaku biosyntezy ergosterolu akumulowane przez mutanty
erg: a) erg-16; b) erg-2 [149-151,183].

Akumulacja intermediatow ergosterolu, przy braku tego ostatniego, prowadzi do
istotnych zmian we wlasciwo$ciach fizykochemicznych blony mutantéw, ktora
wykazuje nizszy stopien uporzadkowania, a tym samym jest bardziej ptynna w

poréwnaniu z btong szczepu produkujacego ergosterol [152].

5.2.2.2. Wyplyw jonéw potasu

[lo$¢ 1 szybkos$¢ uwalniania jondw potasu w wyniku dziatania AmB 1
pochodnych, zastosowanych w stgzeniach 2 i 10 uM, wyznaczono dla szczepu
wyjsciowego Candida albicans (C.a) oraz mutanta - erg-2 (Rys. 20).

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz poziom uwalnianego
potasu w przypadku wszystkich badanych zwiazkéw zalezy od st¢zenia antybiotyku
oraz badanego szczepu. Zarowno AmB jak 1 pochodne, zastosowane w stezeniu 10 uM
indukuja catkowita utrate potasu tylko dla szczepu wyjsciowego (C.a). Mutant, erg-2

jest zdecydowanie mniej wrazliwy. W przypadku tego szczepu notuje si¢ tylko
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czeSciowa utrat¢ potasu, a czas potrzebny do zapoczatkowania wyplywu jest dluzszy
anizeli dla szczepu wyjSciowego. W przypadku najbardziej aktywnego zwiazku - AmB

poziom potasu uwalnianego z komoérek mutanta nie przekracza po uptywie 30 min 75%.
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Tabela 7. Zestawienie wartosci tsy dla szczepu standardowego
C. albicans (C.a.) oraz mutanta erg-2.
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tso [min]
Zwiazek
C.a. erg-2
AmB 8,4+1,2 14,240,7
AMA 7,840,3 14,5+0,7
MFAME 14,610,8 27,610,8

tso - czas wyplywu 50% potasu wewnatrzkomoérkowego z komorek
grzybowych traktowanych antybiotykiem o stezeniu 10 uM

W celu poréwnania aktywno$ci permeabilizacyjnej AmB 1 testowanych
pochodnych wyznaczono tso, czyli czas potrzebny do wyptywu 50% potasu
wewnatrzkomorkowego z komorek grzybowych traktowanych antybiotykiem o stezeniu
10 uM (Tabela 6). Oba badane szczepy wykazuja podobna wrazliwo$¢ na dziatanie
AmB oraz AMA. Wartosci tsp notowane dla tych antybiotykéw sa niemalze identyczne.
Z kolei MFAME dziala znacznie wolniej. Pochodna ta indukuje wyplyw potasu z
komorek zaréwno szczepu dzikiego jak 1 mutanta w czasie okoto dwukrotnie dtuzszym
anizeli AmB czy tez AMA.

Poréwnanie wartosci tso dla szczepu dzikiego oraz mutanta potwierdza wnioski
wyciagnigte z badan roztadowania gradientu pH: zmniejszenie wrazliwos$ci szczepu erg-
2 na dzialanie wszystkich badanych zwiazkéw. Wartosci tso uzyskane dla mutanta sa ok.
dwukrotnie wigksze zarowno w przypadku AmB jak i pochodnych. Niemniej jednak
nalezy w tym miejscu podkresli¢ znaczenie faktu, iz mimo obnizenia wrazliwosci
mutantéw erg-, ktore nie sa zdolne do produkcji ergosterolu w wyniku defektu w szlaku
jego biosyntezy, badane zwiazki nadal wykazuja aktywno$¢ wzgledem tego typu
SZCZEPOW.
5.2.2.3. Kinetyka wymiany H'/K"

Wyptyw jonéw K’ i zmiany pH indukowane przez AmB i badane pochodne
mierzono jednocze$nie w tej samej zawiesinie komorek. Oznaczenie wykonano dla
szczepu wyjsciowego C.a. oraz mutanta erg-2. AmB i pochodne zastosowano do
pomiarow w stezeniu 10 uM. Wyniki, zilustrowane w postaci zaleznosci (% ApH.;
% AK" = f(t)) zestawiono ponizej (Rys. 21).

Tylko w przypadku szczepu dzikiego obserwuje sig, zarowno w wyniku
dziatania antybiotyku wyj$ciowego jak i pochodnych, sprzgzona wymiang potasu na

proton pobierany ze $rodowiska. Badane zwiazki rdznia si¢ w odniesieniu do tego
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-20

-40

-60 -

szczepu jedynie kinetyka indukowanych zmian pH 1 % uwalnianego potasu
wewnatrzkomorkowego. Dla AmB 1 AMA maksymalng alkalizacj¢ notuje si¢ po
uplywie ok. 30 min, podczas gdy catkowity wyptyw potasu zostaje osiagniety dopiero
po ok. 50 min. W przypadku MFAME obserwowany proces jest mniej efektywny.
Pobieranie protondéw zachodzi znacznie wolniej, a utrata potasu jest tylko czg$ciowa i
podobnie jak dla AmB 1 AMA opdzniona w stosunku do migracji protonow.

Zupehie odmiennie proces wymiany H'/K' zachodzi dla mutanta. W
przypadku szczepu erg-2 AmB i pochodne nie indukuja alkalizacji §rodowiska, ale
obserwuje si¢ wyptyw potasu. Uwalnianie wewnatrzkomorkowego potasu zachodzi ze
zdecydowanie mniejsza wydajnoscia, anizeli dla szczepu wyjsciowego 1 nie osiaga

maksymalnego poziomu.

Powyzsze obserwacje moga sugerowac, ze chociaz mutanty erg- pozostaja wrazliwe na
dziatanie badanych zwiazkéw, to mozliwym jest wystepowanie tutaj rdznych
mechanizmoéw permeabilizacji btony. Obecno$¢ ergosterolu umozliwia formowanie
specyficznych kanalow, podczas gdy oddziatywanie z intermediatami szlaku biosyntezy
ergosterolu prowadzi do efektow o charakterze dziatania detergentowego.
Kompleksowanie z antybiotykiem jest mozliwe z uwagi na zachowany szkielet

sterolowy oraz obecno$¢ niezbgdnej do wystapienia oddziatywan grupy OH w pozycji

3 B.
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Rys. 21. Wymiana H*/K* indukowana przez 10 uM
stezenia: AmB, AMA i MFAME w komdrkach
szczepu wyjsciowego C.a. i mutanta erg-2.
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5.2.3. Oddzialywanie z blonami komorek grzybowych oznaczane fluorescencyjna
metoda transferu energii

W celu wykazania, czy modyfikacje chemiczne czasteczki AmB wplywaja na
oddziatywanie pomigdzy czasteczkami antybiotyku i sondy wyznaczono dla wszystkich
badanych zwiazkow zaleznos¢ Fo/F= f (c) w srodowisku DMSO (Rys. 22). Zaréwno dla
AMA jak i MFAME uzyskano, podobna ilo$ciowo, zalezno$¢ liniowa wydajnosci

wygaszania fluorescencji od stezenia antybiotyku tak jak w przypadku antybiotyku

wyjsciowego.
6 4
54 AAmB
¢ AMA
.| BMFAME
w
S
TH

O T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Stezenie antybiotyku [uM]

Rys. 22. Zaleznos$¢ Fy/F= f (c) dla AmB i pochodnych. Rosnace stezenie antybiotyku
dodawano porcjami do roztworu DMSO zawierajacego sonde fluorescencyjng TMA-DPH (2
pM). Pomiar prowadzono w 37°C, przy dtugosciach fal 365 nm (wzbudzenie) i 427 nm
(emisja).
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Oznaczenie oddzialywania antybiotyk-komérka metoda fluorescencyjna
wykonano dla szczepu wyjsciowego C.a oraz mutantow erg-2 i erg-16 dla dwoch stezen
badanych antybiotykéw tj. 2 1 5 uM. Pomiar przeprowadzono w zawiesinie komoérek w
0,9% NaCl. Stwierdzono, iz w tych warunkach, w obu stosowanych st¢zeniach, badane
komorki zachowuja zywotno$¢. Zywotnosé weryfikowano w oparciu o zdolnoéé
komorek grzybowych traktowanych antybiotykiem (inkubacja 30 min, 37°C) do
tworzenia kolonii (c.fu.), p. 4.2.4.2. Ponizej (Tabela 8) zestawiono wartosci c.f.u.

wyznaczone dla szczepu standardowego C.a. oraz mutanta erg-2.

Tabela 8. Zestawienie wartosci c.f.u. dla szczepu standardowego C. albicans (C.a.)
oraz mutanta erg-2.

Szcze Stezenie komorki zywe
P antybiotyku [uM] w % kontroli
Candida albicans (C.a.) 2 100
5 90
2 100
erg-2
5 85,9

Zawiesiny komoérek po 30 min inkubacji z antybiotykiem w 37°C wysiewano na podtoze
agarowe wzbogacone w 0,9% NaCl.

Jako miar¢ wigzania antybiotyku z blona zastosowano wydajnos$¢ transferu
energii (E) pomigdzy sonda fluorescencyjna inkorporowana do btony a antybiotykiem.
Warto$¢ tego parametru wyznaczano w punkcie najwigkszego spadku fluorescencii.
Taki sposob postgpowania wynikat z charakteru przebiegu profili wygaszania

fluorescencji (Rys. 23).
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Rys. 23. Profil wygaszania fluorescencji TMA-DPH dla szczepu wyjsciowego C. a.
oraz mutantow ergosterolowych w obecnosci 2 M AMA. F, — intensywnos$¢
fluorescencji przed dodaniem antybiotyku do zawiesiny komorek; F — intensywnosc¢
fluorescencji po dodaniu antybiotyku do zawiesiny komoérek (skorygowana ze wzgledu
na poprawke na absorpcje).

Ponizej zestawiono wydajno$¢ transferu energii migdzy TMA-DPH a AmB i
badanymi pochodnymi dla szczepu wyjsciowego C.a. oraz mutantow ergosterolowych,

erg-2 i erg-16 (Rys. 24).

a) w punkcie najwiekszego spadku fluorescencji 1.  b)wpunkcie najwigkszego spadku fluorescencji (SuM)
0,9 2 uM
(2 uM) 09 |
0,8 BEC.a.
ECa 087
0,7 - - 07| Merg2
0.6 Berg-2 ’
w Herg-16 SJ’G 1 Werg-16
0,5 - 0,5 -
0,4 - 0,4 -
0,3 0,3 -
0,2 - 0,2 4
0,1 0,11
0 0

AmB AMA MEAME AmB AMA MFAME

Rys. 24. Wydajnos¢ transferu energii miedzy sondg btonowg a AmB i pochodnymi
zastosowanymi w stezeniach 2 uM (a) i 5 uM (b).

Jak wynika z powyzszego zestawienia, wydajno$¢ transferu energii, wyznaczona
dla AmB i pochodnych, przyjmuje zblizone wartosci w komodrkach szczepu dzikiego
(C.a) jak 1 mutantow (erg-2, erg-16) posiadajacych defekt w szlaku biosyntezy
ergosterolu. Uzyskane wyniki wyraznie wskazuja zatem na brak istnienia korelacji

pomigdzy wrazliwos$cia szczepu w stosunku do badanych zwiazkéw a powinowactwem
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antybiotyku do komérki. Zdolnos¢ oddzialywania antybiotyku z komorka nie jest wigc
determinowana wylacznie obecnoscia 1 struktura sterolu. Jak wykazano wcze$niej
[96,97] istotna rolg odgrywa tutaj duze powinowactwo AmB i jej pochodnych do
fosfolipidow btonowych.

Nalezy zwréci¢ uwagg na rdzny sposob ,,zachowania si¢” AmB 1 pochodnych w
btonie badanych szczepdw, czego odzwierciedleniem jest wystgpowanie dwoch typow

wygaszania fluorescencji tj.:

» przebieg monofazowy - czyli szybki spadek intensywnosci fluorescencji
do relatywnie stabilnego poziomu po dodaniu polienu

» przebieg dwufazowy - szybkie wygaszanie po dodaniu polienu, a
nastgpnie  wzrost intensywnosci  fluorescencji powyzej poziomu
wyjsciowego.

Przyktadowy przebieg omawianych profili wygaszania fluorescencji przedstawiono na

rysunku (Rys. 25).

a) b)
5 Candida albicans wild/erg2/erg 16 /AmB 2i 5 uM 2+ Candida albicans wild/erg2/erg16/ AMA2i 5 uM
1,8 | C.a. AMA 2 uM
16 C.a. AMA5uM
] erg -2 AMA 2 uM
1,4 erg -2 AMA 5 uM
erg -16 AMA 2 uM
1,2 | erg -16 AMA 5 uM
© q |
w
C.a. AmB 2 uM g g -
C.a. AmB 5 uM
0,6 - erg-2 AmB 2 uM 06+
0,4 4 erg -2 AmB 5 uM 0,4
erg-16 AmB 2 uM
0,2 1 erg -16 AmB 5 uM 0.2 4
oO—F—r—F7 """ oO+—rT"""""" """ 7T
012345678 91011121314151617181920 012345617 1112 13 14 1516 17 18 19 20
czas [min] &zad [W“H
c)
24 Candida albicans wild/erg2/erg16/ MFAME 2 i 5 uM
187 C.a. MFAME 2 uM

C.a. MFAME 5 uM

16 2 erg -2 MFAME 2 uM
1,4 1 erg -2 MFAME 5 uM

B erg -16 MFAME 2 uM
1v2 i erg - u “ . .e
g, o 1o MPANE S w2 Rys. 25. Profil wygaszania fluorescencji TMA-DPH
[ dla szczepu wyjsciowego C.a. oraz mutantow
0,8 4 ; . .

ergosterolowych w obecnosci 2i5 uM a)

081 AmB; b) AMA; c) MFAME.
0,4 4

o
01234567%zgs1ﬂ_ﬂi1n‘]21314151617181920
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Zestawienie kinetyk wygaszania fluorescencji ze wzgledu na typ badanego
szczepu oraz rodzaj stosowanego antybiotyku (Rys. 25) wskazuje, iz dla szczepu
wyjsciowego C.a. profil dwufazowy wystepuje w przypadku wszystkich testowanych
zwiazkow, podczas gdy dla mutantdéw ergosterolowych ten typ wygaszania
fluorescencji mozna zaobserwowac tylko w przypadku AmB. Pochodne, AMA i
MFAME, w zakresie obu stosowanych stgzen, indukuja jednofazowa kinetyke
wygaszania fluorescencji.

Dwa typy profili wygaszania fluorescencji byty uprzednio obserwowane
przez Haynes’a i wspotaut. [191], ktorzy w oparciu o metode fluorescencyjna badali
oddzialywanie amfoterycyny B z wrazliwymi 1 opornymi komorkami Cryptococcus
neoformans. Opornos$¢ testowanego szczepu, izolowanego od pacjentow cierpiacych na
AIDS, wynikata z defektu w szlaku biosyntezy ergosterolu. Wedlug proponowane;j
przez Haynes’a koncepcji, zilustrowanej na Rys. 26, spadek intensywnosci fluorescencji
obserwowany w pierwszej fazie procesu jest konsekwencja transferu energii pomigdzy
zwiazanymi z btona czasteczkami sondy (donor) i antybiotyku (akceptor). Zmiany
intensywnosci fluorescencji w drugiej fazie sa skutkiem gromadzenia si¢ antybiotyku w
obszarach btony bogatych w sterol i formowaniem si¢ transbtonowych kanatow przez

kompleksy AmB-sterol.

IIb

AmB I b)
w wyniku
¢ kompletnego

uformowania pory
blonowej na drodze

agregacji
w wyniku komplekséw AmB-
transferu ergosterol
energii (I1 a)
pomiedzy

w wyniku repartycji sondy TMA-
DPH lub segregacji sondy z
agregatow AmB-ergosterol

TMA-DPH
i AmB

czas [min]|

\/

<
-«

czas formowania ,,pory”

Rys. 26. Interpretacja zmian profilu wygaszania fluorescencji TMA-DPH indukowanych
przez AmB [191].

87



Wedlug tych autoréw [191] jednofazowy profil fluorescencji obserwowany w
przypadku opornego szczepu C. neoformans $wiadczy o braku zdolnosci AmB do
formowania kompleksow ze sterolami o zmienionej budowie, co w efekcie
uniemozliwia powstawanie kanatow blonowych. Niemniej jednak biorac pod uwage
przedstawione powyzej wyniki uzyskane dla mutantow erosterolowych C. albicans
mozna stwierdzi¢, iz dwufazowy profil wygaszania fluorescencji nie zawsze musi
wiaza¢ si¢ jedynie z tworzeniem kanatowych struktur permeabilizujacych btong. Istotne
znaczenie moze miec¢ tutaj typ akumulowanych w btonie szczepdéw erg-2 1 erg-16 steroli
o zmodyfikowane] w stosunku do ergosterolu strukturze, ktoére nie prowadzac do
kondensacji antybiotyku w obszarze ich wystgpowania umozliwiaja czasteczkom

antybiotyku na pozostawanie w formie komplekséw z fosfolipidami.

5.3. Aktywno$¢ w stosunku do standardowego szczepu

Saccharomyces cerevisiae i mutantow wielolekoopornych

5.3.1. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa (MIC, MFC)

Aktywnos$¢ grzybostatyczna (MIC) 1 grzybobdjcza (MFC) wyznaczono dla
siedmiu  wielolekoopornych szczepow S. cerevisiae reprezentujacych rdzne
mechanizmy opornosci (nadekspresja biatkowych transporteréw btonowych typu ABC i
MFS lub biatka homologicznego do cytochromu P450alk). Oznaczenia wykonano dla
AmB jako zwiazku referencyjnego oraz pochodnych: AMA (dla wszystkich szczepdw)
1 MFAME (dla 3 wybranych szczepéw). W oparciu o uzyskane wyniki, zestawione w
Tabeli 9, mozna stwierdzi¢, iz szczepy, ktoérych opornos¢ opiera si¢ na funkcjonowaniu
btonowych pomp eksportujacych typu MFS (CaMDRI1) sa podobnie wrazliwe na
dzialanie AmB 1 badanych pochodnych, jak szczepy, z ktérych si¢ wywodza. Dla
wszystkich tych szczepdw aktywno$¢ cytotoksyczna testowanych zwiazkéw jest 2-
krotnie nizsza niz aktywnos$¢ cytostatyczna. Podobna zalezno$¢ obserwuje si¢ réwniez
dla szczepu ADNC-36, ktorego oporno$¢ zwiazana jest z nadekspresja bialka
homologicznego do cytochromu P450 indukowanego przez alkany. Z kolei mutanty
ADCDRI1 oraz ADCDR?2, zawierajace pompy ABC sa 2-krotnie mniej wrazliwe na
dziatanie AmB i pochodnych anizeli szczep wyjsciowy, AD1234568. AmB dziata
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bojczo w stosunku do tych szczepdw w stezeniu 2-krotnie wyzszym niz to, ktore
wymagane jest do zahamowania wzrostu. Natomiast dla AMA 1 MFAME aktywnos¢

cytostatyczna i cytotoksyczna sa jednakowe.
Do dalszych badan, dotyczacych szczegétowych mechanizmow dziatania AmB i
wybranych pochodnych na wielolekooporne komorki grzybowe wyselekcjonowane

zostaly 3 szczepy tj. AD1234568 i1 jego mutanty: ADCDR2 oraz ADCaMDRI1.

Tabela 9. Aktywnos¢ grzybostatyczna i grzybobéjcza AmB i badanych pochodnych.

Szczep Zwigzek MIC[uM] MFC[uM]
AmB 0,1 0,27
AD1234568 AMA 0,2 0,4
MFAME 0,4 0,8
AmB 0,27 0,54
ADCDR2 AMA 04 0.4
MFAME 0,8 0,8
AmB 0,1 0,27
ADCaMDR1 AMA 0,2 04
MFAME 0,4 0,8
AmB 0,27 0,54
ADCDRI1
AMA 0,4 0,4
AmB 0,27 0,54
JG436
AMA 0,2 0,4
AmB 0,27 0,54
JGCaMDRI1
AMA 0,2 0,4
AmB 0,27 0,54
ADNC-36
AMA 0,2 0.4

Komdrki inkubowano z antybiotykiem 48 godz. w temp. 30°C. Gesto$¢ optyczng zawiesiny

oznaczano przy dtugosci fali A= 660 nm.

5.3.2. Aktywno$¢ permeabilizacyjna

Aktywno$¢ permeabilizacyjna AmB i1 pochodnych w stosunku do szczepu

wyjsciowego AD1234568 oraz mutantow MDR; ADCaMDR1 i ADCDR2
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scharakteryzowano w oparciu o ruch protonéw (badanie zmian pH), jak 1 wyptyw
potasu wewnatrzkomorkowego z komorek poddanych dziataniu antybiotyku. Okreslono
réwniez zalezno$¢ pomigdzy tymi dwoma procesami w oparciu 0 monitorowanie

. + iyt . , . . . C e ,
wymiany H' /K" jednoczesnie w tej samej zawiesinie komorek.

5.3.2.1. Ruch protonéw (ApH) w komorkach grzybow

Przebieg zmian pH w czasie, indukowanych przez AmB i pochodne, w
komoérkach szczepow wielolekoopornych S. cerevisiae $ledzono w niebuforowanym
srodowisku. W przypadku wszystkich testowanych szczepoéw, niezaleznie od rodzaju
posiadanych przez nie blonowych pomp eksportujacych, w wyniku dziatania
antybiotyku wyjsciowego jak i1 pochodnych dochodzi do alkalizacji $rodowiska.
Roéznice pomigdzy poszczegdlnymi szczepami wystgpuja tylko w odniesieniu do
kinetyki 1 wielko$ci indukowanych zmian pH. Na Rys. 27 poréwnano kinetyke ruchu
protonow (ApH=f(t)) dla szczepu wyjsciowego i odpowiednio, mutanta ADCDR2 oraz
ADCaMDRI1. Najwigksze zmiany pH indukowane zaréwno przez AmB jak i pochodne
wykazuje szczep ADCDR2, zawierajacy transporter biatkowy typu ABC. Szczep ten
jest zdecydowanie bardziej wrazliwy na wszystkie badane zwiazki anizeli szczep
wyjsciowy. Podobna prawidtowos¢ stwierdzono réwniez dla szczepu ADCDRI1 (dane
niezilustrowane). Z kolei w przypadku szczepu ADCaMDRI, ktdrego oporno$¢ jest
zwigzana z funkcjonowaniem pompy typu MFS, obserwowane dla AMA i MFAME
zmiany pH sa mniejsze w poréwnaniu do zmian indukowanych w komorkach szczepu
AD1234568. Niemniej jednak wrazliwo$¢ tego szczepu w stosunku do AmB jest

zdecydowanie wigksza niz szczepu wyjsciowego.
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27. Kinetyka ruchu protonow (ApH=f(t)) dla szczepu standardowego
AD1234568 oraz mutantow MDR: ADCaMDR1, ADCDR2 indukowana przez
AmB i pochodne. Komérki drozdzy zawieszano w $rodowisku wody dejonizowanej;
stezenie korcowe komoérek 2 mg suchej masy/ml.
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5.3.2.2. Wyplyw jonoéw potasu
Poziom uwalniania jonow potasu z komorek szczepow wielolekoopornych

S. cerevisiae w wyniku dzialania AmB i pochodnych, zastosowanych w st¢zeniach 2 i

10 uM, przedstawiono w % kontroli (Rys. 28).
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80 1. _ o - AD1234568 MFAME 10 uM mutantow: ADCaMDR1, ADCDR2.
— 70 4~ ~ 9~ AD1234568 MFAME 2 uM Komorki drozdzy (2 mg suchej masy /ml)
| e e 10 uM geeeeee zawieszano w $rodowisku 0,9% NaCl. Wyptyw
2 601 _ L ADCaMDR1 MEAME 2 ug x “‘ GQQ K* rejestrowano przy uzyciu jonoselektywnej
% 50 |-~ + — ADCaMDR1 kontrol$. 2 elektrody potasowej i wyrazano jako procent
;— - - @ - -ADCDR2 MFAME;) @0 A potasu uwolnionego z komodrek kontrolnych
|- - © - ADCDR2 MF o A : o
g 401 1 ADCDR2 ko e AAAeee (10 min/100°C).

10 15
czas [min]

W przypadku wszystkich badanych szczepdéw obserwuje si¢ tylko czg§ciowa
utrat¢ potasu. Maksymalny poziom uwalnianego potasu notowany dla stgzenia 10 uM
po uptywie 30 min nie przekracza 70%. Celem poréwnania aktywnosci
permeabilizacyjnej AmB 1 testowanych pochodnych, z uwagi na powolne tempo

wyplywu  potasu, wyznaczono ti3, czyli czas wyplywu 30% potasu
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wewnatrzkomorkowego z komoérek grzybowych traktowanych antybiotykiem o st¢zeniu

10 uM (Tabela 10).

Tabela 10. Zestawienie wartosci ts, dla szczepu standardowego S. cerevisiae
oraz mutantéw MDR.

t30 [min]
Zwiqzek
AD1234568 ADCaMDR1 ADCDR2
AmB 12,5+1,7 15,0+1,4 10,8+1,8
AMA 12,0+0,9 10,2+1,3 9,3+1,3
MFAME 11,8+0,4 10,5+1,4 10,0+0,8

tso - czas wyptywu 30% potasu wewnatrzkomorkowego z komorek
grzybowych traktowanych antybiotykiem o stezeniu 10 uM

Uzyskane wyniki wskazuja, iz wrazliwo$¢ wszystkich badanych szczepow, niezaleznie

od typu posiadanych przez nie blonowych pomp eksportujacych, w stosunku do AmB i

pochodnych jest podobna. Warto$ci t;p wyznaczone dla testowanych antybiotykow sa

zblizone 1 nie obserwuje si¢ znaczacych roznic.

5.3.2.3. Kinetyka wymiany H'/K"

Zalezno$¢ migdzy indukowana przez antybiotyk dyfuzja jondéw potasu i

protonéw badano w oparciu o kinetyke wymiany H'/K" jednoczesnie w tej samej

zawiesinie komorek. AmB i1 pochodne zastosowano do pomiaréw w stgzeniu 10 pM.

Wyniki, przedstawione w postaci zaleznosci (% ApH; % AK' = f(t)) zestawiono ponizej

(Rys. 29).
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Jak wynika z powyzszego rysunku sprzezona wymiang potasu na proton pobierany ze

srodowiska obserwuje si¢ zarowno dla szczepu wyjsciowego jak 1 mutantow

wyposazonych w btonowe pompy eksportujace. AmB i1 pochodne indukuja alkalizacje

srodowiska, a jednocze$nie uwalnianie potasu wewnatrzkomoérkowego.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, iz:
» mutanty MDR, wykazuja podobna wrazliwo$¢ w stosunku do AmB oraz
badanych pochodnych jak szczep, z ktorego si¢ wywodza
» permeabilizacja, mierzona ruchem protonéw H' oraz wyptywem potasu K,
indukowana przez badane zwiazki zachodzi ze zblizona wydajnoscia w

komorkach szczepu wyjsciowego oraz mutantow MDR.

5.3.3. Oddzialywanie komoérek drozdzowych oznaczane fluorescencyjna metoda transferu
energii

Powinowactwo AmB 1 pochodnych do wielolekoopornych komorek S.
cerevisiae badano w oparciu o fluorescencyjna metodg transferu energii, przy uzyciu
sondy TMA-DPH. Oznaczenie wykonano dla dwéch stezen badanych antybiotykow: 2 1
5 uM. Pomiar przeprowadzono w zawiesinie komorek w 0,1 M KCI. Stwierdzono, iz w
tym srodowisku, badane komorki zachowuja zywotnos$¢ po zakonczeniu doswiadczenia.
Pierwotnie zakladano wykonanie pomiarow w §rodowisku 0,9% NaCl. Okazato si¢ to

jednak niemozliwe, ze wzgledu na znacznie zredukowana zywotnos$¢. Ponizej (Tabela
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11) porownano wartosci c.f.u. wyznaczone dla szczepu wyjsciowego AD1234568 w

srodowisku 0,9% NaCl oraz 0,1 M KCI w obecnosci AmB.

Tabela 11. Zestawienie wartosci c.f.u. dla szczepu wyjsciowego AD1234568.

. AmB | komorki zywe w %
Szczep: AD1234568 LM Kontroli
0,9 % NaCl 2 54,5
5 18,6
0,1 M KCl 2 100
’ 5 70,4

Zawiesiny komoérek po 30 min inkubacji z AmB w 37°C wysiewano na
podfoze agarowe wzbogacone odpowiednio w 0,9% NaCl lub 0,1 MKCI.

Radykalne réznice w przezywalno$ci komoérek w obecnosci antybiotyku
obserwowane w obu $rodowiskach mozna thumaczy¢ ,,ochronnym” dzialaniem jonow
potasu obecnych w 0,1 M KCI. W §rodowisku tym stezenie potasu jest w przyblizeniu
roOwne st¢zeniu potasu w cytoplazmie komorek grzybowych, co w efekcie zapobiega
ucieczce K z komorki. Nalezy podkreslié, iz aktywno$é kanatotworcza antybiotyku jest
jednakowa w warunkach obecnosci i braku jonéw potasu. Jednakze dyfuzja jonow
potasu do komorki zapobiega zachwianiu réwnowagi metabolicznej. Dzigki temu
uszkodzone komoérki zachowuja zywotno$s¢. W $rodowisku NaCl w komodrkach
uszkodzonych dziataniem antybiotyku dochodzi do wymiany wewnatrzkomorkowych
jonéw potasu na jony sodu ze srodowiska, przy czym proces wymiany K'/Na" zachodzi
ze zdecydowanie wieksza szybkoscia anizeli K'/H', w konsekwencji prowadzac do

Smierci komorki.

W  zwiazku z powyzszym pomiary fluorymetryczne prowadzono w

srodowisku 0,1 M KCI.

Na Rys. 30 zestawiono wydajnos$¢ transferu energii migdzy TMA-DPH a AmB 1
badanymi pochodnymi dla szczepu standardowego AD1234568 oraz mutantow
ADCaMDR1 i ADCDR2. Warto$¢ E wyznaczano w punkcie najwigkszego spadku
fluorescencji (Rys. 30 a, b).
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Rys. 30. Wydajnosc¢ transferu energii miedzy sonda btonowa TMA-DPH a AmB i
badanymi pochodnymi w komoérkach szczepu wyjsciowego S. cerevisiae oraz
mutantow MDR. Stezenie antybiotyku w $rodowisku: a) 2 uM; b) 5 uM.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz zarowno dla AmB jak 1

pochodnych wydajnos¢ transferu energii jest proporcjonalna do st¢zenia antybiotyku i
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przyjmuje zblizone wartosci w przypadku wszystkich testowanych szczepow,
niezaleznie od typu posiadanych przez nie transporteréw blonowych.

Profil wygaszania fluorescencji obserwowany dla AmB i pochodnych przyjmuje
charakter dwufazowy lub monofazowy w zaleznosci od stosowanego stgzenia
antybiotyku i rodzaju szczepu (Tabela 12). Zalezno$¢ ta nie jest jednak ogdlna. W
przypadku szczepu wyjsciowego ADI1234568 oraz mutanta ADCDR2, w obu
stosowanych st¢zeniach badanych antybiotykow przebieg wygaszania fluorescencji jest
zasadniczo dwufazowy. Dla szczepu ADCaMDRI1 z kolei przebieg ten przyjmuje
charakter monofazowy dla AmB, a dla pochodnych mono- lub dwufazowy, zaleznie od
stezenia antybiotyku.

Tabela 12. Charakterystyka profilu wygaszania fluorescencji ze wzgledu na typ badanego
szczepu i stezenie zwigzku.

Profil wygaszania fluorescencji
Zwiazek Stezenie [uM] AD1234568 ADCDR2 ADCaMDRI1
2 dwufazowy dwufazowy monofazowy
AmB
5 dwufazowy dwufazowy monofazowy
2 dwufazowy dwufazowy dwufazowy
AMA
5 dwufazowy monofazowy monofazowy
2 dwufazow dwufazo dwufazow
MFAME Y e Y
5 dwufazowy dwufazowy dwufazowy

Na podstawie

przeprowadzonych dotychczas

badan wykazano, iz

mutanty

wielolekooporne S. cerevisiae wyposazone w pompy biatkowe dwoéch rodzajow ABC
(ADCDR2) oraz MFS (ADCaMDR1) zachowuja podobna wrazliwo$¢ jak szczep
wyjsciowy (AD1234568) zaré6wno w stosunku do AmB jak 1 pochodnych.
Potwierdzono to zar6wno w testach dtugiego (MIC, MFC) jak 1 krétkiego dzialania
(ruch H', wyplyw K"). Na tej podstawie zasugerowano, iz AmB i pochodne
prawdopodobnie nie sa substratami blonowych pomp eksportujacych. Dla pochodnych
zagadnienie to nie bylo dotychczas badane. W zwiazku z tym, w kolejnym etapie
badano stabilno§¢ wigzania AmB 1 pochodnych z btona komodrek testowanych
mutantow wielolekoopornych. Oznaczenie przeprowadzono dla standardowego szczepu

AD1234568 oraz mutantow ADCaMDRI1 i ADCDR2 w obecnosci 50 mM glukozy

jako zrodia energii. Porownano wplyw glukozy na przebieg profilu wygaszania
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fluorescencji w zawiesinie komorek w 0,1 M KCI (niewirowanych) oraz komorek
odwirowanych po 20 min preinkubacji z sonda 1 zawieszonych w §wiezym podiozu. Na
Rys. 31 zilustrowano profil wygaszania fluorescencji obserwowany w obu oméwionych
warunkach dla szczepu wyjsciowego i mutantow w obecnosci AmB.

a)
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184 —— ADCDR2
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12 - l
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W ————
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18
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Rys. 31. Profil wygaszania fluorescencji TMA-DPH dla szczepu wyjsciowego S.
cerevisiae oraz mutantéw MDR w obecnosci AmB dodawanej do: a) komdrek
zawieszonych w 0,1 M KCl 5 min po TMA-DPH; b) komdrek odwirowanych,
zawieszonych w $wiezym 0,1 M KCl po 20 min preinkubacji z TMA-DPH. Foq —
intensywnos¢ fluorescencji przed dodaniem antybiotyku do zawiesiny komorek; F —
intensywnos¢ fluorescencji po dodaniu antybiotyku do zawiesiny komdrek; dodatek
glukozy (stezenie koncowe w zawiesinie: 50mM) 15 minut po aplikacji antybiotyku.
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a)

)

Stwierdzono, ze dodatek glukozy nie wywiera wpltywu na przebieg wygaszania
fluorescencji w przypadku Zadnego z testowanych szczepow. Zaréwno w komoérkach
mutanta ADCDR?2 jak i ADCaMDRI1 nie notuje si¢ drastycznego wzrostu fluorescencji
po dodaniu glukozy jako zrodta energii. Oznacza to, ze uaktywnienie blonowych pomp
eksportujacych nie powoduje aktywnego usuwania antybiotyku z komorki. Analogiczny
jak opisany wyzej pomiar przeprowadzono dla pochodnych AMA 1 MFAME. Wyniki

zilustrowano na Rys. 32.
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Rys. 32. Profil wygaszania fluorescencji TMA-DPH dla szczepu wyjsciowego S.
cerevisiae oraz mutantow MDR w obecnosci AMA i MFAME dodawanej do:
a) b) komoérek zawieszonych w 0,1 M KCl 5 min po TMA-DPH c) d) komoérek
odwirowanych, zawieszonych w $wiezym 0,1 M KCl po 20 min preinkubacji z TMA-
DPH.

Otrzymany dla pochodnych obraz pod wzgledem jako$ciowym jest zblizony do
przebiegu zarejestrowanego dla AmB. Dla komérek wirowanych celem usunigcia sondy
niezwiazanej z btong jak i niewirowanych zarowno w przypadku szczepu wyjsciowego

jak 1 mutantow nie obserwuje si¢ wplywu glukozy na profil wygaszania fluorescenc;ji.
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Identyczne wyniki uzyskano dla AmB i pochodnych dodawanych po 20 min inkubacji
ze zrodlem energii do zawiesiny komoérek odwirowanych preinkubowanych z TMA-
DPH. Jako przyktad zilustrowano ponizej kinetyke wygaszania fluorescencji w
opisanych warunkach dla AmB (Rys. 33). Zasadniczo mozna stwierdzié, iz profil
wygaszania fluorescencji dla komorek wszystkich testowanych szczepow, poddanych
wirowaniu ma charakter monofazowy. Po dodaniu antybiotyku obserwuje si¢ spadek
intensywnosci fluorescencji, a nastgpnie niewielki wzrost utrzymujacy si¢ na relatywnie

stabilnym poziomie.
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o
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0,8 - 20 min preinkubaciji z \‘$ —_————————
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Rys. 33. Profil wygaszania fluorescencji TMA-DPH dla szczepu wyjSciowego S. cerevisiae oraz
mutantéw MDR w obecnosci 2 utM AmB dodawanej po 20 min inkubagji z glukozg do
komérek preinkubowanych z TMA-DPH, odwirowanych i zawieszonych w $wiezym 0,1
M KCI.

W celu wuzyskania dodatkowych dowodow eksperymentalnych, ktore
potwierdzitby opisane wyzej obserwacje wykonano do§wiadczenie, w ktorym komorki
szczepu wyjsciowego 1 mutantow MDR preinkubowano zaréwno z sonda jak i
antybiotykiem, odwirowywano celem rozdzielenia polienu zwiazanego z btona od
polienu niezwigzanego, obecnego w Srodowisku i zawieszano w $wiezym medium.
Nastepnie rejestrowano dla kazdego szczepu zmiany intensywnosci fluorescencji
zarbwno w obecnosci zrodla energii (glukoza) jak i1 bez. Wyniki uzyskane dla

toksycznej AmB i jej nietoksycznej pochodnej, MFAME pokazano na Rys. 34.
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Rys. 34. Profil zmian intensywnosci fluorescencji TMA-DPH w komorkach szczepu
wyjsciowego S. cerevisiae oraz mutantéw MDR w obecnosci a) 2 yM AmB
b) 2 uM MFAME. Komdrki preinkubowane z TMA-DPH i antybiotykiem odwirowywano,
przemywano i zawieszano w $wiezym 01 M KCl. Stezenie glukozy w zawiesinie — 50mM.

Przebieg zmian intensywnosci fluorescencji w funkcji czasu ma taki sam liniowy
charakter dla mutantow ADCaMDR1 1 ADCDR?2 jak dla szczepu dzikiego AD1234568

i nie zalezy od obecnosci glukozy.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen na komorkach wielolekoopornych
szczepOw S. cerevisiae zarbwno w fazie stacjonarnej, jak 1 metabolizujacych wydaja sig
potwierdza¢ przypuszczenie, iz AmB i pochodne nie sa substratami btonowych pomp

eksportujacych obu typéw tj. ABC i MFS.

101



5.3.4. Dzialanie na komérki grzybéw wielolekoopornych S. cerevisiae znakowanych
rodaming R6G

W celu uzyskania dalszych dowodow eksperymentalnych potwierdzajacych
zaproponowang w poprzednim rozdziale niniejszej rozprawy hipoteze, iz AmB 1 jej
pochodne nie sa substratami btonowych pomp eksportujacych, przeprowadzono
eksperymenty z komorkami szczepdéw wielolekoopornych znakowanych rodaming
R6G. Ten kationowy barwnik fluorescencyjny (Rys. 35) jest transportowany ,,z” i ,,do”
komoérek wielu organizméw, ktore wykazuja opornos¢ wielolekowa, od drozdzy po
komorki ssakow [200]. Jako dobrze poznany substrat kilku transporterow typu ABC,
facznie z Cdrlp 1 Cdr2p, R6G szeroko stosuje si¢ w badaniach aktywnos$ci eksportu
tych pomp [163,176,186,192].

C,H; \ -+-/c_j Hs
N 0 N

UL
CH; = CH;

2

Rys. 35. Struktura chemiczna rodaminy 6 G.

Przeprowadzono poroéwnawcze badania zdolnosci do eksportu R6G przez komorki
szczepu wyjsciowego AD1234568 oraz jego transformanta - ADCDR2 w warunkach
obecnosci 1 braku zrodta energii (glukoza) oraz okreslono wptyw AmB i wybranych
pochodnych na przebieg tego procesu. Zastosowano w tym celu metode opisang przez
Maesaki 1 wspotaut. [192] wprowadzajac kilka modyfikacji. Pomiary prowadzono w
srodowisku 0,1 M KCI. Na Rys. 36 zilustrowano widmo 10 uM roztworu R6G

wykonane w tym medium.
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Rys. 36. Widmo absorpcyjne rodaminy 6 G w 0,1 M KCl.

Maksimum absorbancji R6G odpowiada A = 527 nm, dlatego tez ta dlugos¢ fali stosuje
si¢ w metodach spektrofotometrycznej detekcji R6G transportowanej na zewnatrz
komorek. Stezenie eksportowanego barwnika wyznaczano w oparciu o krzywa
wzorcowa sporzadzona przez miareczkowanie roztworu 0,1 M KCI (Rys. 37a).
Wykonano réwniez odpowiednie krzywe wzorcowe dla barwnika w obecnosci AmB
(Rys. 37b) i jej pochodnych. Stwierdzono, ze zarowno AmB jak i pochodne nie

wywieraja istotnego wplywu na posta¢ zaleznosci A=f{(c).

a) b)
0.12 1 0,12
»12 7 Krzywa wzorcowa dla R6G+AmB
Krzywa wzorcowa dla R6G
0,1 0.1 |
y =0,0475x + 0,0061
0,08 R® =0,9994 0,08
< < y =0,0463x +0,0045
0,06 0,06 - R?=0,9979
0,04 0,04 |
0,02 0,02
0 ‘ ‘ ‘ ‘ : : : : : : ‘ 0 ‘ T T —
0 02 04 06 08 1 12 1,4 1,6 1,8 2 22 0 02040608 1 12141618 2 2.2

c[uM] c[uM]
Rys. 37. Zaleznos¢ A = f(c) dla a) R6G oraz R6G w obecnosci b) AmB.

Przebieg typowego eksperymentu z udzialem komoérek znakowanych R6G
przedstawiono na przyktadzie AMA (Rys. 38) dla szczepu wyjsciowego AD1234568 i
mutanta ADCDR2 wyposazonego w transporter biatkowy typu ABC.
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Rys. 38. Import oraz indukowany zrodlem energii (glukoza) eksport R6G w

obecnosci 2 yM AMA dla szczepu AD1234568 oraz ADCDR2. Komoérki grzybowe
inkubowano przez 10 min z 10 uM R6G w 30°C. Wyrzut R6G z komoérek indukowano przez dodatek glukozy
(2%). Zewnatrzkomorkowe stezenie barwnika wyznaczano spektrofotometrycznie przez pomiar absorbancji
zebranych w okreslonych odstepach czasu supernatantow przy dtugosci fali 527 nm.

104



W przypadku obu szczepdéw obserwuje si¢ poczatkowo silny spadek stezenia
zewnatrzkomérkowego barwnika w wyniku jego transportu do wngtrza komoérek na
drodze pasywnej dyfuzji. Po 10 min inkubacji poziom akumulacji R6G w komorkach
osiaga stabilny stan, porownywalny pod wzgledem ilosciowym zaréwno dla szczepu

wyjsciowego jak 1 jego transformanta (Tabela 13).

Tabela 13. Akumulacja R6G w komdrkach wielolekoopornych szczepdéw
S. cerevisie po 10 min inkubacji z 10 uM barwnika.

akumulacja R6G [nmol/ml]
Szczep 0.1 MKCI Supernatant
kontrolny
AD1234568 8,92+0,028 8,92+0,030
ADCDR2 8,60+0,060 8,62+0,048

W obecnosci zrodita energii (glukoza) dochodzi do aktywacji pomp eksportu i
inicjalizacji wyrzutu R6G z komdrek. Po uptywie 20 min od momentu dodania glukozy
do zawiesiny znakowanych komoérek mutanta zewnatrzkomorkowe st¢zenie barwnika
wzrasta ponad 4-krotnie. Dla szczepu wyjsciowego notuje si¢ w tych samych
warunkach jedynie nieznaczny poziom uwalnianej R6G, ktéry nie zalezy od
dostepnosci glukozy. Przebieg omowionych zalezno$ci dla obu badanych szczepow nie
ulega zmianie w obecnosci antybiotyku.

Mozna przypuszczaé, ze w przypadku gdyby AmB i pochodne byly substratami
btonowych pomp eksportujacych dochodzitoby do wspétzawodnictwa w transporcie
pomigdzy antybiotykiem a barwnikiem, co skutkowatoby w zmianach absorbancji R6G
w poréwnaniu do probek kontrolnych inkubowanych bez antybiotyku. Na Rys. 39
zilustrowano zalezno$¢ zmian zewnatrzkomorkowego stezenia R6G - Ac, wyznaczona
w stosunku do poziomu wyj$ciowego notowanego dla czasu t = 0 tj. bezposrednio po
dodaniu glukozy, dla szczepu ADI1234568 oraz mutanta ADCDR2. Pomiary
spektrofotometryczne prowadzono wobec dwoéch odnosnikow tj. 0,1 M KCl oraz
supernatantu z komorek kontrolnych. Z uwagi na fakt, iz nie stwierdzono istotnych
r6zni¢ zarowno jakosciowych jak 1 iloSciowych w przebiegu analizowanych zaleznosci

wyniki zaprezentowano w formie wariantu z 0,1 M KCI jako odnos$nikiem.
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Rys. 39. Eksport R6G, indukowany zrodiem energii (glukoza), z komoérek szczepu
wyjsciowego AD1234568 oraz mutanta ADCDR2 w warunkach braku lub obecnosci
2 uM a) AmB b) AMA c) MFAME. Wyrzut R6G z komdrek grzybowych wyrazono w postaci
zaleznosci Ac = f(t), gdzie Ac to zmiana zewnatrzkomdrkowego stezenie barwnika wyznaczona w stosunku
do t=0 tj. bezposrednio po dodaniu glukozy.
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Jak wynika z powyzszego zestawienia stezenie eksportowanego barwnika jest
zasadniczo jednakowe w komorkach traktowanych AmB i pochodnymi — AMA oraz
MFAME jak i w probkach kontrolnych. Zalezny od energii eksport R6G obserwuje sig
tylko w przypadku mutanta ADCDR2 wyposazonego w transporter bialkowy typu
ABC. Brak kompetycji w procesie transportu R6G zachodzacego za posrednictwem
Cdr2p wskazuje, iz badane antybiotyki nie sa substratami tego rodzaju pomp
btonowych.

Wyniki omoéwionych powyzej badan oraz przeprowadzonych wczesniej
eksperymentéw na wielolekoopornych szczepach S. cerevisiae wydaja sig
jednoznacznie potwierdza¢ zaproponowana na poczatku hipoteze, iz AmB 1 pochodne
nie s3 substratami pomp eksportujacych typu: ABC i MFS i nie zmieniaja ich
aktywnos$ci. Fakt ten ma istotne znaczenie w dobie narastajacego problemu rozwoju
opornosci wielolekowej zwazywszy na ciagle ograniczony arsenal dostgpnych i

skutecznych lekow przeciwgrzybowych.

5.4. Aktywnos¢ N-aminoacylowych pochodnych AmB z zawada
przestrzenng w stosunku do mutantow wielolekoopornych C. a/lbicans
Z uwagi na brak jakichkolwiek doniesien dotyczacych aktywnos$ci zawadzonych
przestrzennie amfoterycznych N-aminoacylowych pochodnych nowej generacji (seria
»K”) w stosunku do szczepow wielolekoopornych dla wybranych zwiazkow
wyznaczono wartosci dwoch parametrow charakteryzujacych dziatanie grzybostatyczne
antybiotyku tj. MIC oraz ICsy (Tabela 14). AmB zastosowano jako zwiazek
referencyjny. Oznaczenia przeprowadzono dla dwoch szczepéw MDR - Gu4 i GuS5 oraz
porownawczo dla szczepu standardowego Candida albicans ATCC 10261. Gu4 jest
szczepem wrazliwym na flukonazol, wyjsciowym dla opornego szczepu GuS z
nadekspresja genow CDR1/CDR?2 kodujacych pompy eksportujace typu ABC dziatajace
jako permeazy transportowe zalezne od ATP. Wszystkie oznaczenia przeprowadzono z
zastosowaniem podioza AM3 zalecanego przez NCCLS w badaniach aktywnos$ci
przeciwgrzybowej polienow w stosunku do szczepow wielolekoopornych [188].

W oparciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, iz szczep GuS wyposazony w
btonowe pompy eksportujace (Cdrlp, Cdr2p) zachowuje podobna wrazliwos¢ jak
szczep Gu4, z ktérego si¢ wywodzi. Zarowno MIC jak i ICsy wyznaczone dla obu
szczepOw przyjmuja zblizone wartosci w przypadku wszystkich testowanych

pochodnych AmB. Wyjatek stanowia jedynie dwa zwiazki, z reszta O-t-butylo-
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tyrozyny w formie odpowiednio izomerow L 1 D na grupie aminowej amfoterycyny B
(pochodne Ks 1 Kjs). W przypadku tych pochodnych obserwuje si¢ obnizenie
aktywnosci grzybostatycznej dla szczepu opornego w zestawieniu ze szczepem
wyjsciowym (wyrazniej zaznaczone dla Kg; 2-krotny spadek wartosci MIC).

Obok aktywnosci przeciwgrzybowej w tabeli zamieszczono réwniez wartosci EKsp 1
EHso wyznaczone dla badanych zwiazkow w stosunku do krwinek czerwonych.
Uzyskane wyniki wyraZznie wskazuja, ze wszystkie badane pochodne w poréwnaniu do
antybiotyku macierzystego charakteryzuje znaczaco zredukowana toksyczno$¢. Zwiazki
te praktycznie nie indukuja hemolizy. Wyjatek stanowi pochodna K34 z reszta O-t-
butylo-D-treoniny na grupie aminowej AmB. Niemniej jednak nawet ten zwiazek
wywotuje 50% wyptywu hemoglobiny w stgzeniu ponad 30- krotnie wyzszym anizeli

antybiotyk wyj$ciowy.

Tabela 14. Selektywna toksyczno$¢ wybranych N- aminoacylowych pochodnych AmB nowej

generacji.
C. albicans ATCC C. albicans Gu 4 C. albicans Gu 5 Erytrocyty
Zwi 10261
wigzek
MIC ICsy MIC ICsy MIC ICsy EKs EHs,
[eM] [LM] [LM] [eM] [uM] [LM] [uM] [LM]
AmB 0,065 0,022+0,0001 0,065 0,022+0,0008 | 0,065 | 0,032+0,0005 | 1,2+0,072 | 1,95+0,085
PAMB 0,24 0,124+0,006 0,38 0,15+0,006 0,38 0,17+0,0033 10245,62 > 200
K 0,40 0,210,012 0,40 0,24+0,011 0,8 0,27+0,006 98,7+5,0 > 250
Kjss 0,80 0,25+0,013 0,80 0,32+0,018 0,8 0,35£0,0165 | 62,4+3,53 > 200
K 0,34 0,18+0,01 0,34 0,18+0,074 0,34 0,15+0,008 19,3+0,94 >250
Ky, 0,42 0,22+0,008 0,42 0,18+0,009 0,42 0,19+0,012 27,0£2,25 >250
K, 0,42 0,234+0,002 0,42 0,23+0,008 0,42 0,26+0,014 28,24+2.58 66,44+3,0
Ko 0,33 0,20+0,011 0,33 0,16+0,008 0,41 0,190,011 60,8+4,58 > 250
Ky 0,20 0,11+0,005 0,20 0,100,004 0,20 0,09+0,002 56,8+2,35 > 250

MIC - oznaczano metoda seryjnych rozcienczen w 96 — studzienkowych mikroptytkach, w podlozu AM3
wzbogaconym o dodatek 2% glukozy. Stosowano inoculum o gestoéci 10* kom/ml. Komoérki inkubowano z
antybiotykiem 24 h w temp. 30°C. Gesto$¢ optyczna poszczegdlnych zawiesin mierzono dla dlugosci fali
A= 620 nm za pomocg czytnika mikroptytek (Labsystem)

EKS5 — stezenie zwiazku indukujace 50% wyptywu potasu z krwinek czerwonych

EHjs, — stgzenie zwiazku indukujace 50% wyptywu hemoglobiny z krwinek czerwonych
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5.5. Aktywnos¢ permeabilizacyjna wzgledem duzych pecherzykow

lipidowych

Dotychczasowe badania prowadzone w Katedrze Technologii Lekow i1
Biochemii wskazuja, iz obecno$¢ zawady przestrzennej w “polarnej gtowie” czasteczki
antybiotyku nie wplywa na jej powinowactwo do btony, ale moze utrudnia¢ tworzenie
kanatu lub zmienia¢ jego selektywnos$¢ [43,44,57]. W zwiazku z tym kolejny etap
prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy badan dotyczyt zagadnienia powstawania
1 wydajnosci kanaléw blonowych tworzonych przez AmB i wybrane pochodne. Dla
uzyskania mozliwie jednoznacznych wynikow badania te przeprowadzono w ukladzie

modelowym sztucznych bton lipidowych.

Do badan w uktadach modelowych wybrano duze jednowarstwowe pecherzyki
lipidowe (REV), jako model bton biologicznych. Aktywnos$¢ permeabilizacyjna AmB i
wybranych pochodnych oznaczano wzgledem pgcherzykow zbudowanych z lecytyny
jaja kurzego i cholesterolu lub ergosterolu w proporcjach molowych odpowiednio 80:20
1 90:10. W celu oceny efektywnos$ci oraz sposobu dzialania badanych zwiazkow
wzgledem obu typu pecherzykow zastosowano metode fluorymetryczna, ktéra opiera
si¢ na wykorzystaniu pomiaru intensywno$ci fluorescencji pyraniny zamknigtej

wewnatrz pecherzykow lipidowych jako indykatora pH [76].

Zaleta metody wybranej do oceny aktywnos$ci permabilizacyjnej wzgledem
pecherzykow lipidowych w poréwnaniu do innych technik takich jak spektroskopia *'P-
NMR, jest jej niska cena, dostgpnos¢ aparatury pomiarowej, a takze stosunkowo krotki
czas pomiaru i mozliwos$¢ prowadzenia analiz w szerokim zakresie stgzen pecherzykow.
Ponizej zilustrowano schemat zastosowanej metody (Rys. 40). Szczegdélowo procedure

opisano w punkcie 4.4.3.
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Rys. 40. Przebieg procedury pomiaru permeabilizacji REV przez AmB ,metoda pyraninowg”:
a) silna fluorescencja pyraniny we wnetrzu pecherzyka; b) dodatek protonoforu FCCP stwarza
mozliwos¢ naptywu protondw, jednak proces ten jest niemozliwy bez wyptywu kationdw potasu;
c) dodatek AmB lub jej pochodnej moze zapoczatkowaé wyptyw jondw potasu, co umozliwi
elektroobojetng wymiane H*/K* i spadek pH we wnetrzu pecherzyka, zmniejsza sie
intensywnos¢ fluorescencji; d) dodatek walinomycyny zapewnia zanik gradientu pH i gradientu
stezenia jondw potasowych.

Pomiary zmian intensywnos$ci fluorescencji w czasie prowadzono w warunkach
gradientu pH generowanego przez dodatek 1N kwasu siarkowego oraz obecnos$ci
protonoforu FCCP zwigkszajacego wybidrczo przepuszczalno$¢ blony dla protonow. Po
dodadniu FCCP obserwowano niewielki, aczkolwiek progresywny spadek
intensywnos$ci fluorescencji w czasie, wyrazny zwlaszcza w przypadku pecherzykow
cholesterolowych. Efekt ten wskazuje na czg$ciowa przepuszczalno$¢ biwarstwy
lipidowej w stosunku do anionow 1 zostal uwzgledniony w formie korekty przy
ustalaniu  efektu dziatania antybiotyku. Po dodaniu antybiotyku w stezeniu
wystarczajacym dla zapoczatkowania ruchu jonoéw potasu dochodzi do elektroobojetne;j

wymiany H/K' co wywoluje spadek pH we wnetrzu pecherzyka i w efekcie
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zmniejszenie intensywnosci fluorescencji pyraniny. Spadek ten stanowi posrednia miare
wzrostu przepuszczalno$ci btony dla jondw potasu. Stwierdzono, ze AmB nie indukuje
wyplywu pyraniny z pecherzykow lipidowych: w nieobecno$ci protonoforu nie
obserwuje si¢ zmian fluorescencji. Po 10 min od momentu wprowadzenia do uktadu
antybiotyku dodawano walinomycyng - jonofor zwigkszajacy wybiorczo
przepuszczalno$§¢ blony dla jonow potasu, w celu okreslenia catkowitej zmiany

fluorescencji.

W oparciu o zalezno$¢ podana w punkcie 4.4.3. dla kazdego z badanych zwiazkow
wyznaczono % wyptywu potasu indukowany w obu typach pecherzykow w czasie 10
min. dziatania antybiotyku. Jak wynika z zestawienia prezentowanego na Rys. 41
przebieg zaleznos$ci % wyplywu potasu w funkcji stgzenia antybiotyku ma rézny
charakter w zalezno$ci od skladu sterolowego pecherzykow. W przypadku
pecherzykow ergosterolowych wszystkie badane zwiazki indukuja wyptyw jonow
potasu w zakresie stezen 0,03 —2 uM, podczas gdy dla pecherzykow zawierajacych

cholesterol efekt ten obserwuje si¢ dla szerokiego przedziatu stgzen 0,06-50 uM.
Na Rys. 41 zilustrowano przyktad zmian intensywnosci fluorescencji pyraniny w

czasie, indukowanych przez AmB w pegcherzykach lipidowych zawierajacych

odpowiednio ergosterol i cholesterol.
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Rys. 41. Zmiany intensywnosci fluorescencji pyraniny zamknietej wewnatrz zawierajacych
sterol pecherzykow lipidowych typu REV w funkcji czasu, indukowane dziataniem AmB o
stezeniu 2 i 0,0625 uM, w obecnosci gradientu pH i protonoforu FCCP. a) b) pecherzyki
ergosterolowe (stezenie fosfolipidow 1,7 mM); c) d) pecherzyki cholesterolowe (stezenie
fosfolipidow 1,3 mM).

Mozna ponadto wyraznie zauwazy¢, iz w przypadku pecherzykéw cholesterolowych, w
przeciwienstwie do tych zawierajacych ergosterol, istnieje krytyczne st¢zenie
antybiotyku, ponizej ktorego nie obserwuje si¢ wyptywu jondw potasu (Rys. 42). Dla
AmB warto$¢ ta wynosi ok. 0,06 uM, dla pochodnych AMA, K9, Kz, Kjs jest 4-
krotnie wyzsza, natomiast dla MFAME, PAMB, Ko, Ky, K;; 8-krotnie wyzsza.
Wystepowanie progowej wartos$ci stezenia antybiotyku indukujacego wyplyw potasu
moze mie¢ bezposredni zwiazek ze struktura roztworéw wodnych badanych zwiazkow i

zawartos$cia poszczeg6lnych form spektralnych.
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Rys. 42. Wyplyw K* indukowany dziataniem AmB oraz jej pochodnych z
pecherzykow REV zawierajacych odpowiednio ergo- i cholesterol w funkcji
stezenia catkowitego antybiotyku. Ruch jondw potasu monitorowano poprzez zmiany
zewnetrznego pH jako efektu elektroobojetnej wymiany K*/H* w obecnosci FCCP i antybiotyku.
Catkowity wyptyw potasu wyznaczano po dodaniu walinomycyny. Wszystkie pomiary wykonano w

temp. pokojowe;j.
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Warto zwréci¢ rowniez uwagg, iz w przypadku MFAME i1 PAMB, w
odrdznieniu od pozostatych zwiazkow, nawet dla najwyzszych st¢zen nie obserwuje si¢
catkowitego wyptywu potasu z pecherzykow zawierajacych cholesterol. Moze to
sugerowa¢ wystepowanie dla tych zwiazkow odmiennego anizeli dla AmB i
pozostalych badanych pochodnych mechanizmu zwigkszania przepuszczalnosci bton
cholesterolowych. Przypuszczalnie, MFAME 1 PAMB, zwiazki o najwyzszej
selektywnos$ci, w przeciwienstwie do innych testowanych zwiazkéw, nie sa zdolne do
utworzenia w rozsadnym zakresie st¢zen funkcjonalnego kanatu w pecherzykach
zawierajacych cholesterol, a ich dziatanie w zakresie najwyzszych stezen w stosunku do

tego typu blon prawdopodobnie jest niespecyficzne i ma charakter detergentowy.

Celem poréwnania aktywno$ci permeabilizacyjnej AmB 1 testowanych
pochodnych wzgledem pecherzykow ergo- 1 cholesterolowych wyznaczono parametr
cs0, czyli stgzenie zwiazku indukujace 50% wyptywu potasu (Rys. 43 a, b). Dodatkowo
obliczono indeks selektywnosci, IS, dziatania badanych zwiazkéw, (Rys. 43 ¢). Jako
indeks selektywnosci przyjeto stosunek cso dla pecherzykow cholesterolowych do cs

pecherzykow ergosterolowych.
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Rys. 43. Zestawianie wartosci cso - stezenia zwiazku indukujgce 50% wyptywu potasu z
pecherzykow ergo- i cholesterolowych oraz indeksu selektywnosci chol/erg (IS).
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Wigkszos¢ badanych zwiazkéw indukuje 50% wyptywu potasu z pecherzykow
ergosterolowych w podobnym zakresie st¢zen: 0,1 + 0,3 uM. Jedynie MFAME, K;;
oraz K9 wykazuja nieco obnizong aktywno$¢. Warto$¢ parametru cso uzyskana dla tych
zwiazkow wynosi ok. 0,5 uM. Efektywno$¢ dziatania badanych zwiazkow w stosunku
do pecherzykow zawierajacych cholesterol jest zdecydowanie bardziej zréznicowana.
Wszystkie pochodne indukuja 50% wyplyw potasu w stezeniach wyzszych anizeli
antybiotyk wyjsciowy. Zdolno$¢ do permeabilizacji pecherzykow cholesterolowych jest
dla AMA, K9 1 K39 okoto 10-krotnie nizsza w poréwnaniu do AmB, podczas gdy dla
Ko, Kjo 1 K;7 ponad 20-krotnie nizsza. Najmniejsza efektywnos$¢ dziatania w stosunku
do pecherzykéw cholesterolowych stwierdza si¢ dla MFAME oraz PAMB. Pochodne te
indukuja polowiczna utratg potasu w stezeniach okoto 80-krotnie wyzszych anizeli

antybiotyk wyjsciowy.

Biorac od uwage indeks selektywnos$ci (Rys. 43 c¢) mozna stwierdzi¢, ze MFAME i
PAMB wykazuja najwigksza zdolnos¢ do réznicowego oddziatywania wzglgdem bton
ergo- i cholesterolowych. Dla tych pochodnych IS jest rzedu kilkudziesigciu. Indeks
selektywnos$ci pozostatych pochodnych waha si¢ od 10 do 20. Najnizsza wartos¢
przyjmuje dla antybiotyku wyjsciowego: ok. 3.

Innym parametrem charakteryzujacym zmiany przepuszczalnosci jest wydajnosé
procesu. Mozna ja oszacowa¢ na podstawie szybkoSci poczatkowej zmian
intensywnos$ci fluorescencji pyraniny. Na Rys. 44 zestawiono wartosci szybko$ci

poczatkowej wyznaczone dla stgzenia cso w pgcherzykach ergo- i cholesterolowych

W przypadku pecherzykow zawierajacych ergosterol nie obserwuje si¢ zasadniczych
roznic w tempie permeabilizacji indukowanej przez poszczegdlne zwiazki. W
pecherzykach cholesterolowych réznice te sa zdecydowane. Najwigksze roznice
stwierdza si¢ dla MFAME i PAMB. Szybko$¢ poczatkowa dla tych zwiazkow jest
okoto 5-krotnie nizsza anizeli warto$§¢ notowana dla antybiotyku wyjsciowego. Dla Ko,
Ko omawiana réznica jest 2,5-krotna, podczas gdy dla pozostatych pochodnych okoto
1,5-krotna. Wyjatek stanowi AMA, ktéra indukuje wyptyw potasu z pecherzykow

cholesterolowym praktycznie z taka sama szybkos$cia jak AmB
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Rys. 44. Zestawienie szybkosci poczatkowej wyptywu potasu V, z pecherzykdédw odpowiednio
ergo- i cholesterolowych wyznaczonej dla stezenia csy.

5.6. Stan antybiotyku w roztworze

5.6.1. Agregacja AmB w roztworach wodnych
W oparciu o liczne prace eksperymentalne postulowano, iz istotnym czynnikiem

lezacym u podstaw selektywnej toksyczno$ci AmB jak réwniez jej pochodnych jest
stan, w jakim antybiotyk wystepuje w roztworze wodnym [26,41,76,101,131]. Zwraca
si¢ uwage na monomeryczna forme antybiotyku jako dziatajaca selektywnie. Niemniej
jednak wyniki uzyskane w zespole KTLiB nie potwierdzaja tej tezy w przypadku
pochodnych AmB [42,131]. Wiadomym jest, iz zwiazki te w roztworach wodnych
ulegaja wieloetapowej agregacji, ale doktadny mechanizm tego procesu nie zostat dotad

wyjasniony. W zwiazku z tym w kolejnym z etapéw realizowanych w ramach pracy

117



doktorskiej badan podjeto probe analizy skladu roztworow wodnych AmB, jako
zwiazku referencyjnego, dwoch wybranych kationowych pochodnych: AMA i AMPA,
oraz siedmiu amfoterycznych pochodnych N-aminoacylowych nowej generacji: Ko,
K0, Ki7, Ki9, K39, K31, PAMB. Wyselekcjonowane do badan zwiazki charakteryzuja
si¢ réznym typem zmian strukturalnych w obrgbie ,,glowy polarnej” czasteczki
antybiotyku, co stwarza mozliwos$¢ ustalenia znaczenia zawady przestrzennej oraz stanu
jonowego czasteczki na stan antybiotyku w roztworze.

Biorac pod uwagg doniesienia literaturowe wskazujace na istotny wplyw sktadu
srodowiska wodnego (stgzenie i rodzaj soli, wplyw pH) na przebieg agregacji badania
prowadzono w zroznicowanych mediach tj.: woda, 155 mM NaCl (s6l fizjologiczna),
150 mM NaCl buforowany 5 mM Na,HPO./ NaH,PO4 (PBS; pH = 7.,4), bufor Tris (pH
=6,8).

Przebieg procesu agregacji oraz okreslenie stopnia agregacji badanych zwiazkoéw
przeprowadzono w oparciu o spektroskopie absorpcyjna UV-VIS. Z uwagi na fakt, iz
wprowadzenie podstawnikéw do ,,polarnej glowy” czasteczki AmB nie ma wplywu na
wlasciwosci optyczne chromoforu polienowego te same metody spektroskopowe

zostaty zastosowane do badania procesu agregacji zarowno AmB jak i jej pochodnych.

5.6.1.1. Oczyszczanie amfoterycyny B

Handlowy preparat amfoterycyny B (Sigma) zawiera niewielka domieszke jej
homologu - amfoterycyny A (28,29-dihydro amfoterycyna B). Stwierdzono, ze
amfoterycyna A [201] posiada identyczna strukturg jak AmB [202,203] za wyjatkiem
braku wigzania podwojnego pomigdzy atomami wegla Cog i Co9 w chromoforze (Rys.
45). W efekcie chromofor amfoterycyny A sktada si¢ tetraenu i dienu i charakteryzuje
si¢ pasmami absorpcyjnymi w zakresie 300-340 nm [204,205]. Podobienstwo struktur
amfoterycyny A i B utrudnia proces separacji tych dwoch homologéw, a w efekcie w
znacznym stopniu wydluza czas oraz zwigksza koszty produkcji amfoterycyny B na

skale przemystowa [206].

118



amfoterycyna B

Rys. 45. Porownanie struktur amfoterycyny A [204,205] i B [202,203].

Poniewaz maksima absorpcji w widmie amfoterycyny A przypadaja w obszarze
charakterystycznym dla absorpcji zagregowanych form AmB, wigc dla uzyskania
wiarygodnych wynikéw o stanie AmB w roztworach wodnych nalezato zastosowac
preparat AmB praktycznie pozbawiony homologu A. Opracowano wigc szybka i
wydajna procedurg oczyszczania preparatu handlowego. Bazuje ona na spostrzezeniu,
ze amfoterycyna A jest duzo lepiej rozpuszczalna w roztworach wodnych. W przypadku
pochodnych AmB oczyszczanie natywnego antybiotyku nie jest konieczne z uwagi na
fakt, iz w procesie syntezy i izolacji pochodnych metodami chromatograficznymi

zanieczyszczenie amfoterycyna A zostaje skutecznie usunigte.

Opracowana metoda oczyszczania AmB (p. 4.1.1.1.) opiera si¢ na kilkukrotnym
frakcyjnym wytracaniu antybiotyku z buforu Tris pH =6,8. Z uwagi na wigksza
rozpuszczalnos¢ amfoterycyny A w roztworach wodnych zastosowanie takiej sekwencji
operacji pozwala na redukcje zawarto$ci tego homologu w finalnej prébce AmB.

Czystos¢ AmB weryfikowano na podstawie charakterystycznych widm absorpcyjnych.
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Ponizej przedstawiono przyktadowe widma UV-VIS zarejestrowane dla supernatantow

1, 2, 3 zebranych w kolejnych etapach wytracania AmB (Rys. 46).

0,5
1306 321
0,45 - * == Supernatant 1
Supernatant 2
0,4 - Supernatant 3

0 T T T T T T T T 1
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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Rys. 46. Widma absorpcyjne supernatantéw 1, 2, 3, zebranych w kolejnych etapach wtracania
AmB z buforu Tris, z zaznaczeniem pasm charakterystycznych dla amfoterycyny A.

Widaé wyraznie, Ze ,,supernatant 17 zawiera duza iloéé amfoterycyny A. Swiadczy o
tym wysoka intensywno$¢ widma w zakresie krotkofalowym z charakterystycznymi
maksimami przy dlugosciach fali 306 oraz 321 nm. Udzial homologu A drastycznie
spada w przypadku ,,supernatantu 2” oraz ,,supernatantu 3”. Ksztalt widm tych probek
przypomina juz widmo AmB, ale typowa dla amfoterycyny A struktura wspomnianego
dubletu pikéw jest jeszcze mocno zaznaczona. Poza tym w widmie w metanolu dla obu
supernatantOw nie obserwuje si¢ wtasciwej dla formy monomerycznej AmB proporcji

plkOW A408/A383 (Tab. 15).

Tabela 15. Warto$¢ stosunku absorbancji dla dtugosci fali 408 i 383 nm w kolejnych
supernatantach rozcienczonych metanolem w stosunku objetosciowym 1:1.
Stosunek absorbancji dla czystej AmB wynosi 1,132.

Supernatant : metanol Aqo8/Ass3
Supernatant 1 0,8257
Supernatant 2 0,9574
Supernatant 3 1,0375
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Na ponizszym rysunku (Rys. 47) zilustrowano przyktadowe widmo w metanolu
amfoterycyny B otrzymanej jako koncowy produkt w toku oméwionych wyzej operacji

oczyszczania.
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Rys. 47. Widmo absorpcyjne oczyszczonej AmB w metanolu. Stezenie antybiotyku 17,2 pM.
Dtugosc drogi optycznej 0,5 cm.

W widmie tym mozna wyrdézni¢ charakterystyczne maksima absorpcji przy
dhlugosciach fali 405, 382, 364 1 345 nm. Warto$¢ stosunku absorbancji Asgs/Assy
wynosi 1,132. W zakresie krotkofalowym widma nie obserwuje si¢ nawet $ladow
typowego dla amfoterycyny A dubletu pikéw (306 nm, 321 nm). W zwiazku z tym
mozna uznaé¢ prezentowane widmo za widmo czystej AmB. Wydaje si¢ zatem, ze
zastosowana metoda umozliwia w efektywny i1 zasadniczo nieskomplikowany sposéob

odseparowa¢ AmB od jej homologu - amfoterycyny A.

5.6.1.2. Wlasciwosci spektroskopowe AmB w roztworach wodnych

Badania procesu agregacji rozpoczeto od analizy sktadu roztworéw wodnych
AmB jako zwiazku referencyjnego. Stwierdzono, iz we wszystkich badanych
srodowiskach wodnych widma AmB wykazuja charakterystyczna zalezno$¢ ksztattu od
stezenia (Rys. 48). Dla niskich st¢zen antybiotyku, odpowiadajacych gtéwnie formie
monomerycznej, w obszarze 450 — 300 nm obserwuje si¢ 4 pasma absorpcji przy 409,
385, 364, 347 nm, ktorych intensywno$¢, wzrasta wraz z dlugoscia fali. W miare
rosnacego stezenia widma ulegaja stopniowym zmianom. Widmo form zagregowanych
zdaje si¢ charakteryzowac obecno$cia 3 pasm przy 420, 385 1 360 nm oraz pojawieniem

si¢ nowego, szerokiego 1 wzglednie intensywnego pasma absorpcyjnego z maksimum
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dla ok. 340 nm. Na Rys. 48 przedstawiono jako przyktad zestaw widm AmB

zarejestrowanych w NaCl.
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Rys. 48. Zestaw widm dla AmB w soli fizjologiczne;j.

W przypadku zadnego z analizowanych zestawéw widm AmB wykonanych w
réznych §rodowiskach nie stwierdzono obecnosci punktow izosbestycznych. Sugeruje

to, ze we wszystkich roztworach wystepuje kilka form spektralnych.

5.6.1.3. Metoda sedymentacyjna

Badania procesu agregacji rozpoczeto od zgrubnej analizy sktadu roztworow
wodnych AmB jako zwiazku referencyjnego. W pierwszej kolejnosci podjeto probe
oszacowania proporcji monomeru oraz rozpuszczalnych 1 nierozpuszczalnych
ageragatow w oparciu o metode sedymentacyjna. Separacj¢ form nierozpuszczalnych
od rozpuszczalnych przeprowadzono na drodze wirowania (p. 4.5.1.). Stg¢zenie
monomeru wyznaczano w oparciu o wartos¢ absorbancji przy dtugosci fali 409 nm w
roztworach wodnych. Catkowite st¢zenie antybiotyku oraz taczne stgzenia form
rozpuszczalnych: (Cp + C,,) obliczono na podstawie widm w mieszaninie roztwor
wodny : metanol w stosunku obj¢tosciowym 1:1. Ernst i wsp. [102] wykazali, ze w tych

warunkach antybiotyk wystepuje w formie monomerycznej i widmo nie zalezy od
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stgzenia. Stezenia rozpuszczalnych 1 nierozpuszczalnych agregatow wyznaczano
natomiast zgodnie ze wzorem podanym w punkcie 4.5.1.

Na Rys. 49 przedstawiono przykltadowe widma roztworow AmB zarejestrowane w
buforze Tris przed wirowaniem (a) i po odwirowaniu probek (b). Widma te wykazuja

zasadnicze réznice w intensywnosci 1 ksztatcie.
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Rys. 49. Zestaw widm AmB w buforze Tris zarejestrowanych przed (prébki a) i po odwirowaniu
(prébki b).

Na ponizszych rysunkach (Rys. 50 - 53) przedstawiono zalezno$¢ stezenia poszcze-
golnych form AmB, obecnych w roztworach wodnych o réznym sktadzie, w funkcji
stezenia catkowitego antybiotyku. Przedstawiono rowniez wyznaczone utamki molowe

monomeru oraz rozpuszczalnych i1 nierozpuszczalnych agregatow.
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a)

Stezenie form [y M]

Rys. 50. a) stezenie poszczegdlnych form AmB oraz b) udziat molowy poszczegdinych form
antybiotyku w zaleznosci od stezenia catkowitego w PBS. Cm —stezenie monomeru;
Cnr- stezenie agregatow nierozpuszczalnych; Cr-stezenie agregatdéw rozpuszczalnych.
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Rys. 51. a) stezenie poszczegdinych form AmB oraz b) udziat molowy poszczegdinych form
antybiotyku w zaleznosci od stezenia catkowitego w NaCl.
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Rys. 52. a) stezenie poszczegdlinych form AmB oraz b) udziat molowy poszczegdlnych form
antybiotyku w zaleznosci od stezenia catkowitego w buforze Tris.
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Rys. 53. a) stezenie poszczegdinych form AmB oraz b) udziat molowy poszczegdinych form
antybiotyku w zaleznosci od stezenia catkowitego w wodzie.

Jak wida¢ z powyzszych zestawieh w roztworach soli fizjologicznej oraz
buforow Tris i PBS wraz ze wzrostem stgzenia catkowitego AmB (0,6-50 uM)
drastycznie wzrasta stgzenie agregatow nierozpuszczalnych, podczas gdy st¢zenie
zarbwno monomeru jak i agregatow rozpuszczalnych utrzymuje si¢ zasadniczo na
statym poziomie, przynajmniej dla stezen powyzej 10 uM. Nieco inaczej proporcje
poszczegoOlnych form przedstawiaja si¢ w wodzie. W tym Srodowisku obserwuje si¢
zdecydowanie wigkszy udzial agregatow rozpuszczalnych. Utamek molowy tych form
w zakresie niskich st¢zen antybiotyku jest okoto 10 - krotnie wyzszy w poréwnaniu do
odpowiednich wartosci w soli i buforze Tris oraz okoto 6 — krotnie wyzszy w

poréwnaniu z PBS.
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Rys. 54. Udziat molowy poszczegdinych form antybiotyku w zaleznosci od stezenia catkowitego
w soli fizjologicznej dla @) AMA; b) MFAME.
Na Rys. 54 zilustrowano zalezno$¢ udzialu molowego poszczego6lnych form od

stezenia calkowitego antybiotyku w soli fizjologicznej dla AMA i MFAME. W
odroznieniu od antybiotyku wyjsciowego dla pochodnych forma dominujaca w
badanym zakresie st¢zen ogdlnych antybiotyku jest monomer. Wraz ze wzrostem
stezenia catkowitego zwiazku obserwuje si¢ powolny spadek zawarto$ci monomeru i
stopniowy wzrost udzialu agregatow, wyraznie silniej zaznaczony dla agregatow
rozpuszczalnych.

W przypadku tych pochodnych wydaje si¢, ze podobnie jak dla AmB dla stezen
catkowitych powyzej 10 uM stgzenie monomeru nie ulega zmianie pomimo wzrostu
ogolnego st¢zenie antybiotyku.

Z kolei wérod nalezacych do nowej generacji (seria ,,K*’) zawadzonych przestrzennie N-
aminoacylowych pochodnych AmB obserwuje si¢ duze zrdéznicowanie w zawarto$ci
poszczegOlnych form antybiotyku identyfikowanych metoda sedymentacyjna w
zalezno$ci zaro6wno od struktury zwiazku jak i1 sktadu srodowiska wodnego. Na Rys. 55
zilustrowano zalezno§¢ wudzialu molowego poszczegdlnych form od stgzenia
catkowitego antybiotyku w roztworach wodnych o réznym skladzie dla wybranych
pochodnych serii K. W przypadku K;o wraz ze wzrostem stezenia calkowitego
obserwuje si¢ sukcesywny spadek zawartoSci monomeru i wzrost udzialu agregatu
nierozpuszczalnego, podczas gdy stgzenie agregatow rozpuszczalnych praktycznie w
catym badanym zakresie stezen ogdlnych antybiotyku utrzymuje si¢ na statym poziomie
ok. 20%. Z kolei dla K¢ stwierdza si¢ odwrotny uktad proporcji dla obu typow

agregatOw — wraz ze wzrostem st¢zenia ogolnego zwigksza si¢ udziat agregatu
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rozpuszczalnego a najwigksza zawarto$¢ agregatu nierozpuszczalnego wynoszaca ok.
20% notuje si¢ dla zakresu niskich st¢zen calkowitych pochodnej (2-7 puM). Obie
pochodne rdéznig si¢ w strukturze jedynie dtugoscia tancucha weglowego podstawnika
alifatycznego na grupie aminowej mykozaminy czasteczki AmB — w przypadku Ky to
reszta B-estru t-butylowego kwasu asparaginianowego, natomiast dla Kjo to reszta y-
estru t-butylowego kwasu glutaminowego. Z kolei dla pochodnych K9 oraz Ky,
zawierajacych reszty odpowiednio: D-proliny 1 4-hydroksyproliny, mozna
zaobserwowa¢ niemalze identyczny profil zmian zawarto$ci poszczegdlnych form.
Wraz ze wzrostem st¢zenia ogdlnego antybiotyku dla obu tych pochodnych notuje sig,
podobnie jak w przypadku AmB, drastyczny wzrost udzialu agregatu
nierozpuszczalnego a jednoczesnie spadek zawarto$ci formy monomerycznej. Ponadto
zarowno dla Kj¢ jak i Kyy mozna stwierdzi¢, ze udziat agregatu rozpuszczalnego
utrzymuje si¢ wtasciwie na statym poziomie ok. 5% 1 jedynie w zakresie niskich st¢zen
catkowitych antybiotyku (0,7-10 uM) osiaga nieco wyzsza warto$¢ rzedu ok. 20%.
Podobny do omawianych pochodnych uktad proporcji poszczegolnych form obserwuje
si¢ rowniez dla PAMB w wodzie oraz soli fizjologicznej. Roznica dotyczy jedynie
poziomu zawarto$ci agregatow rozpuszczalnych, ktéry w porownaniu do tych samych
wartosci notowanych dla K9 i Ky, jest nieco wyzszy i dla zakresu niskich st¢zen
ogolnych sigga ok. 40%. Zupehie inny uklad obserwuje si¢ natomiast dla PAMB w
buforach: Tris i PBS. W §rodowiskach tych dominujaca forma antybiotyku praktycznie
w catym badanym zakresie stezen catkowitych antybiotyku (2-70 uM) stanowi agregat
rozpuszczalny. Zawartos¢ tego typu agregatu w PBS dla wyzszych stgzen sigga 80%,
natomiast w buforze Tris utrzymuje si¢ wlasciwie na stalym poziomie ok. 50%. Warto
zwrdci¢ uwagg na charakter zmian udziatu agregatu nierozpuszczalnego PAMB w obu
srodowiskach. W PBS zawarto$¢ tej formy maleje wraz ze wzrostem stezenia
catkowitego antybiotyku, podczas gdy w buforze Tris obserwuje si¢ tendencja
odwrotna.

Szczegdlnie interesujacy wydaje si¢ fakt wysokiej zawarto$ci agregatéw
rozpuszczalnych zaobserwowany dla PAMB w buforze PBS, zwazywszy na to, iz
fosforany, jak stwierdzono wcze$niej [110], maja charakter kosmotropow, a zatem

powinny obniza¢ rozpuszczalno$¢ zwiazku.
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Rys. 55. a) stezenie poszczegdinych form wybranych pochodnych serii K oraz b) udziat molowy
poszczegdlnych form antybiotyku w zaleznosci od stezenia catkowitego w roztworach
wodnych o réznym sktadzie.

5.6.1.4. Numeryczna dekompozycja widm (MCR-ALS)

Metoda sedymentacyjna pozwala na okreslenie proporcji rozpuszczalnych i
nierozpuszczalnych form antybiotyku, ale nie daje mozliwosci ustalenia, czy
poszczegoOlne formy odpowiadaja okreslonym rodzajom agregatow, czy tez stanowia
ich mieszaning. Rozwiazanie tego problemu jest kluczowe zaréwno dla zrozumienia
samego procesu agregacji jak i ustalenia wlasciwos$ci biologicznych poszczegdlnych
form.

Szczegdtowa analize widm przeprowadzono przy uzyciu zaawansowanych
technik chemometrycznych. Miata ona na celu:

e okreslenie liczby form spektralnych obecnych w badanych roztworach w funkcji
ogolnego stgzenia antybiotyku oraz sktadu roztworu wodnego
e oszacowanie zawarto$ci poszczego6lnych form.

5.6.1.4.1. Liczba form spektralnych
W celu identyfikacji liczby 1 typoéw form spektralnych tworzonych przez AmB w

roztworach wodnych zastosowano metodg gtéwnych sktadowych - PCA (ang. Principal
Component Analysis). W wersji klasycznej analiza warto$ci wlasnych pozwala zwykle
poprawnie oszacowac liczbg istotnych zrodet zmiennosci, ktore w tym przypadku
odpowiadaja liczbie form spektralnych obecnych w analizowanych roztworach.

Tabela 16. Zestawienie wartosci wiasnych oraz %zmiennosci kolejnych sktadowych
wyznaczonych dla zestawu widm AmB w buforze Tris.

Skladowe
1 2 3 4 5
warto$ci wlasne 7,5673 | 2,3097 | 0,1190 | 0,0032 | 0,0005
% zmiennosci 75,67 | 23,10 1,19 0,03 0,00
sum. % zmiennos$ci | 75,67 | 98,77 | 99,96 | 99,99 | 100,00

Niemniej jednak klasyczna analiza wartosci wtasnych nie przyniosta w tym
przypadku jednoznacznych rezultatow. Ponizej jako przyklad zaprezentowano wyniki
uzyskane dla serii widm AmB w buforze Tris. Analogiczne wyniki uzyskano dla

wszystkich badanych zwiazkow we wszystkich badanych roztworach wodnych.
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Rys. 56. Wykres osypiska dla zestawu widm AmB w buforze Tris.
Przedstawione w Tab. 16 wyniki pokazuja, ze pierwsza gléwna sktadowa wyjasnia
ponad 75% obserwowanej zmienno$ci, a pierwsza 1 druga lacznie az 98,77%
zmienno$ci. Sugeruje to, ze tylko 2 pierwsze gtowne sktadowe sa istotne.

Analogiczne wnioski wynikaja z analizy tzw. wykresu osypiska (Rys. 56). Sa
one jednak sprzeczne z faktem, Ze na analizowanym zestawie widm brak jest punktow
izosbestycznych. Swiadczy to o tym, Ze w roztworach znajduja si¢ co najmniej 3 formy
spektralne.

Uzyskanie wiarygodnych wynikow stato si¢ mozliwe dopiero dzigki starannej

analizie widm resztowych (Rys. 57; przyktad dla serii widm AmB w buforze Tris).
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Rys. 57. Zestaw widm standaryzowanych oraz kolejne widma resztowe (od I do V rzedu)
uzyskane w oparciu 0 metode PCA dla serii widm AmB w buforze Tris.

Widma resztowe I-, II- i IlI-rzedu sa wzglednie intensywne i wykazuja obecnos¢ pasm
absorpcyjnych. Dopiero w widmie resztowym [V-rzedu przewaza charakter szumu lo-
sowego. Tym samym stwierdzono wspoélistnienie co najmniej 4 form spektralnych: mo-
nomeru (M) oraz 3 typow agregatow (X, Y, A).
5.6.1.4.2. Charakterystyka form spektralnych — spektroskopia pochodnych

W celu wstgpnej charakterystyki widm poszczegoélnych form spektralnych
zastosowano spektroskopi¢ pochodnych (ang. derivative spectroscopy) [198].
Technika ta charakteryzuje si¢ zdecydowanie wigksza czutoscia i selektywnoscia w
poréwnaniu ze spektroskopia klasyczna. Zwigkszenie selektywnosci wynika z faktu, iz
podczas rézniczkowania widma pasma absorpcyjne ulegaja zwegzeniu, co powoduje, ze
pasma naktadajace si¢ w widmie podstawowym ulegaja rozdzieleniu na wykresie

pochodnych.
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Rys. 58. Poréwnanie zestawu widm AmB w buforze Tris (@) z widmami drugich pochodnych

(b). Kolorowymi prostokgatami wyrdzniono zakresy dtugosci fali, przy ktdrych obserwuje sie
charakterystyczne elementy widm poszczegdinych form spektralnych.

Szczegolnie przydatne sa w tym celu widma drugiej pochodnej. Rys. 58
przedstawia poroéwnanie zestawu widm absorpcyjnych dla AmB w buforze Tris z
widmami drugich pochodnych.

Analiza widm pochodnych drugiego rzegdu dla AmB i pochodnych pozwolila na:
i) lokalizacje charakterystycznych pasm absorpcyjnych poszczegolnych form

spektralnych oraz ii) oszacowanie proporcji poszczegolnych form.
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Przyktady najbardziej charakterystycznych elementow w widmach drugich pochodnych

wykorzystanych jako identyfikatory poszczegodlnych form spektralnych zilustrowano na

Rys. 59.
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Rys. 59. Najbardziej charakterystyczne elementy w widmach drugich pochodnych wykorzystane jako
identyfikatory poszczegdlnych form spektralnych.

Przesunigcie maksimum absorpcji dla dlugosci fali 385 nm w kierunku 390 nm
wskazuje na zanik formy monomerycznej. Z drugiej strony, wyrazne maksimum dla
420 nm potwierdza obecno$¢ agregatu typu A, podczas gdy pasma z maksimum
zlokalizowanym w obszarze 328-329 nm oraz 322-323, §wiadcza o wystgpowaniu form

agregatéw posrednich, odpowiednio X 1Y.
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Zastosowanie spektroskopii pochodnych pozwolito réwniez na uzyskanie
pierwszego przyblizenia zawarto$ci poszczegdlnych form spektralnych w roztworach o
r6znym sktadzie. Np. dla roztwor6w AmB w buforze Tris (Rys. 58) mozna stwierdzi¢,
ze:

= zawartos¢ monomeru maleje monotonicznie ze wzrostem stezenia ogolnego;
charakterystyczne pasmo przy 385 nm zanika przy st¢zeniach wigkszych niz
3 uM

= agregat typu X, z charakterystycznym maksimum dla 333 nm, obecny w catym
badanym zakresie stgzen antybiotyku, z najwigkszym udziatem dla przedzialu
0,5-5 uM

= agregat typu Y, z charakterystycznym maksimum dla 324 nm, obecny jedynie w
zakresie niskich st¢zen antybiotyku (0,8-2 uM)

» charakterystyczne dla agregat typu A dlugofalowe pasmo przy 420 nm pojawia
si¢ w roztworze o stgzeniu 5 uM i dla wyzszych stgzen staje si¢ coraz bardziej
intensywne.

5.6.1.4.3. Zawartos$¢ form spektralnych — algorytm widm samouzgodnionych

Informacje otrzymane w oparciu o spektroskopi¢ pochodnych zostaty
wykorzystane jako punkt startowy iteracyjnej procedury samouzgodnienia okreslanej
mianem MCR-ALS (ang. Multivariate Curve Resolution-Alternating Least Squares)
[207-209]. Zastosowanie tej metody powala na jednoczesne okre§lenie zaréwno
zawartosci poszczegolnych form spektralnych jak i ich widm.

Jako pierwsze przyblizenie sktadu probek przyjeto utamki molowe oszacowane
w oparciu o analiz¢ widm drugich pochodnych. Na ich podstawie uzyskano pierwsze
przyblizenie widm bazowych. W kolejnych krokach widma te korygowano, w sytuacji
gdy: 1) wspélczynniki ekstynkcji molowych byly ujemne; 2) ksztalt pasm
absorpcyjnych znacznie odbiegat od krzywej Lorenza. Po kilku iteracjach algorytmu
wprowadzanie poprawek nie byto konieczne. Fakt ten uznawano jako kryterium stopu
algorytmu.

Zastosowanie metody samouzgodnienia widm (schemat podano w punkcie 4.5.2.3.)
prowadzi do uzyskania w przypadku kazdego zestawu widm bardzo podobnych widm
poszczegblnych form spektralnych, przy czym liczba form zalezy od sktadu

srodowiska. Analiza widm AmB zarejestrowanych w buforach Tris i PBS oraz w soli
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fizjologicznej ujawnita obecnos¢ 4 form spektralnych (Rys. 60), podczas gdy w wodzie

stwierdzono wystgpowanie jedynie 3 form: monomeru (M) oraz agregatow typu X i A.
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Rys. 60. Widma poszczegdlnych form spektralnych AmB obecnych roztworach wodnych

zidentyfikowane w oparciu o numeryczna dekompozycj¢ widm.

Jedno z odtworzonych widm zaré6wno pod wzgledem ksztaltu jak i intensywnos$ci
odpowiada widmu AmB w metanolu i moze by¢ przypisane formie monomerycznej
antybiotyku (M). Pozostale trzy formy spektralne (X, Y, A) mozna uzna¢ za formy
zagregowane AmB. Widma form X i Y, w odroznieniu od formy monomerycznej,
wykazuja staba struktur¢ oscylacyjna 1 charakteryzuja si¢ stosunkowo silnym
krétkofalowym pasmem absorcji, obserwowanym odpowiednio dla dlugosci fali 333
nm (&(Amax) = 90 000) 1 322 nm (&(Amax) = 70 000). Widmo formy A jest zdecydowanie
odmienne. Jego najbardziej charakterystyczna cecha jest wystgpowanie pasma absorpcji
przy okoto 420 nm (e(Amax) = 14 000), ktore przypisuje si¢ silnie zagregowanej formie
AmB [38,42,100,102-105]. W widmie formy A wystgpuje réwniez szerokie,
krotkofalowe pasmo absorpcji z maksimum przy okoto 340 nm. Taki obraz widm
bazowych poszczegdlnych form spektralnych z  wszystkimi  wymienionymi
charakterystycznymi elementami znajduje swoje odzwierciedlenie w rzeczywistym

przebiegu zarejestrowanych widm.
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Zastosowanie numerycznej dekompozycji widm pozwolilo réwniez na
oszacowanie udzialu poszczeg6lnych form spektralnych AmB dla wszystkich badanych
srodowisk. Otrzymane wyniki przedstawiono ponizej w postaci zaleznosci utamkow
molowych i logarytméw stezenh monomeru (M) i agregatéw: X, Y, A w funkcji
logarytmu stgzenia ogdlnego antybiotyku (Rys. 61).

Utamek molowy
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log c[uM]
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log c[uM]
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Utamek molowy
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log c[uM]
Rys. 61. Zaleznos¢ utamkéw molowych oraz logarytméw stezen poszczegdinych form

spektralnych AmB w roztworach wodnych o réznym sktadzie w funkgji logarytmu
stezenia ogolnego antybiotyku.

log ¢ [uM]

Poréwnujac wyniki uzyskane metoda sedymentacyjna i metoda numerycznej

dekompozycji widm mozna stwierdzi¢, iz:

» forma spektralna A stanowi gtdéwny sktadnik agregatu nierozpuszczalnego
» formy spektralne X i Y stanowia tacznie sktadniki agregatu rozpuszczalnego
» formy X i Y maja ograniczona rozpuszczalno$¢ w roztworach wodnych i

wchodza rowniez w sktad agregatu nierozpuszczalnego.

Jak wida¢ z powyzszych zestawien w przypadku antybiotyku wyj$ciowego wraz ze
wzrostem stezenia obserwuje si¢ szybki spadek utamka molowego formy M i1 wzrost
udziatu agregatu wielkoczasteczkowego A. Utamek form posrednich — agregatéw X
oraz Y wzrasta osiagajac maksimum w zakresie $rednich stezen ogdlnych antybiotyku,
a nastepnie maleje. Warto jednocze$nie zwrdci¢é uwage, iz stezenie form X 1 Y jak
rowniez monomeru dazy do nasycenia, podczas gdy stgzenie formy A wzrasta

nieograniczenie

W Tabeli 17 zestawiono oszacowania warto$ci maksymalnego stezenia odpowiednio

monomeru (MMC) oraz agregatow.
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Tabela 17. Zestawienie wartosci maksymalnego stezenia monomeru oraz agregatow dla AmB
w $rodowiskach wodnych o réznym sktadzie.

Woda Na(Cl PBS Tris
MMC*10° [M] 0,79 0,64 1,08 0,85
MXC*10° [M] 3,10 7,44 3,49 3,04
MYC*10° [M] - 2,34 2,09 1,34

gdzie: MMC — maksymalne stezenie monomeru
MXC — maksymalne st¢zenie formy X
MYC - maksymalne st¢zenie formy Y

Najwyzsza wartos§¢ MMC obserwuje si¢ w buforze PBS, a najnizsza w soli
fizjologicznej. W buforze Tris oraz w wodzie MMC przyjmuje warto$¢ posrednia w
poréwnaniu do pozostalych srodowisk. Z kolei warto$ci najwyzszych stezen formy
zagregowane] X (MXC) sa podobne w wodzie oraz buforach Tris i PBS, podczas gdy w
soli fizjologicznej MXC jest niemalze dwukrotnie wyzsze. Na szczegodlne
zainteresowanie zasluguje forma zagregowana Y ze wzgledu na jej brak w roztworach
pozbawionych soli.

Wartym podkreslenia jest rowniez fakt wyraznego udzialu form zagregowanych
typu X i Y obserwowanego dla stezenia ogolnego antybiotyku ok. 1 uM, czyli w
zakresie aktywnosci biologicznej AmB (Tabela 18). Wielu autorow uwaza
rozpuszczalne agregaty za forme¢ antybiotyku toksyczna zaréwno w stosunku do
komorek grzybowych jak i zwierzecych [26,76,101]. Jak wida¢ z danych zawartych w
Tabeli 16 najwigkszy udzial form typu X obserwuje si¢ w wodzie. Z kolei zawartos¢
procentowa formy Y przyjmuje bardzo zblizone warto$ci zarowno w soli fizjologiczne;j

jak 1 w buforach, nie udato si¢ jednak stwierdzi¢ jej wystgpowania w roztworach

pozbawionych soli.

Tabela 18. Udzial procentowy form zagregowanych typu X i Y wyznaczony dla stezenia ogolnego

AmB -1 pM.

10°[M] | Waoda NaCl PBS Tris
[X] 49% 25% 31% 28%
[Y] - 20% 22% 21%
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Wystepowanie znacznego udziatu rozpuszczalnych agregatow powoduje szybki spadek
utamka molowego formy M wraz ze wzrostem ogo6lnego stgzenia AmB. Powoduje
réwniez, ze nierozpuszczalne agregaty (forma A) staja si¢ forma dominujaca AmB
dopiero przy stosunkowo wysokim stgzeniu ogdélnym antybiotyku. W Tabeli 19
zestawiono szacunkowe wartosci ogdlnego stezenia AmB, przy ktorym forma
monomeryczna 1 nierozpuszczalne agregaty stanowia 50% udzialu (odpowiednio [M];

oraz [A]z).

Tabela 19. Zestawienie wartoS$ci stezen AmB odpowiadajacych 50% zawarto$ci monomeru i

agregatu wielkoczasteczkowego w Srodowiskach wodnych o réznym skladzie.

10°[M] | Woda NaCl PBS Tris
[M]1/2 0,83 0,89 0,66 0,76
[Al12 6,31 14,45 8,91 7,94

gdzie: [M]y,— stezenie antybiotyku odpowiadajace 50% zawarto$ci monomeru
[A]q/2 - stezenie antybiotyku odpowiadajace 50% zawartosci agregatu

We wszystkich badanych $rodowiskach wartosci [M];, sa zblizone i nie
obserwuje si¢ zasadniczych réznic w zaleznosci od sktadu roztworu. W przypadku
parametru [A];, warto$ci sa bardziej zroznicowane. W soli fizjologicznej ogdlne
stezenie antybiotyku niezbgdne dla osiagnigcia 50% zawarto$ci agregatu jest okoto
dwukrotnie wigksze anizeli w pozostatych srodowiskach.

5.6.2. Agregacja pochodnych AmB
Metody numerycznej analizy widm wypracowane na przyktadzie AmB zostaty

nastepnie zastosowane do analizy agregacji pochodnych tego antybiotyku. Poniewaz
modyfikacje chemiczne dotycza wytacznie polarnej ,,glowy” czasteczki antybiotyku i
nie powinny mie¢ wplywu na geometri¢ i rozklad gestosci elektronowej w obrebie
chromoforu polienowego przyjeto zatozenie, ze widma poszczegdlnych form
spektralnych powinny by¢ rowniez bardzo podobne, jezeli nie identyczne.

5.6.2.1. AMA
W widmach UV-VIS pochodnej AMA, we wszystkich badanych srodowiskach

wodnych, obserwuje si¢ podobna jak dla AmB zmiang ksztattu widm, chociaz znacznie
mniej nasilona (Rys. 62). Dla niskich st¢zen obserwuje si¢ typowa dla formy
monomerycznej strukture oscylacyjna, chociaz proporcje intensywnosci pasm przy 409

1 385 nm sa zaburzone. Przy stgzeniach powyzej 10 puM pojawia si¢ maksimum
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krotkofalowe przy 333 nm, nie wystgpuje jednak pasmo dlugofalowe przy 420 nm. Na

Rys. 62a przedstawiono jako przyktad zestaw widm AMA zarejestrowanych w buforze

Tris.
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Rys. 62. a) zestaw widm dla roztworéw AMA w buforze Tris; b) widma form spektralnych

obecnych w analizowanych roztworach.

Numeryczna analiza zestawow widm ujawnita, ze w przypadku AMA wystepuja w
roztworach tylko 2 formy spektralne: monomer oraz agregat posredni typu X (Rys.

62b).

Utamek molowy
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Rys. 63. Zalezno$¢ utamkéw molowych oraz logarytméw stezen poszczegdlnych form
spektralnych AMA w buforze Tris w funkcji logarytmu stezenia ogoélnego antybiotyku.

Na Rys. 63 przedstawiono przykladowe wyniki otrzymane w oparciu o metode

numerycznej dekompozycji widm w postaci oszacowania udziatu poszczegdlnych form
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spektralnych AMA w badanych srodowiskach wodnych w postaci zalezno$ci utamkow
molowych 1 logarytméw stgzen monomeru (M) i agregatu X w funkcji logarytmu
stezenia ogdlnego antybiotyku.

W Tabeli 20 zestawiono oszacowania warto$ci maksymalnego st¢zenia
monomeru (MMC) oraz ogdlnego stezenia AMA, przy ktérym forma monomeryczna i

agregat X stanowia 50% udziatu (odpowiednio [M]y, oraz [X]i/2).

Tabela 20. Zestawienie wartosci maksymalnego steZzenia monomeru oraz wartosci stezen AMA
odpowiadajacych 50% zawartos$ci monomeru i agregatu X w Srodowiskach wodnych o

réznym skladzie.

Woda NaCl PBS Tris

MMC*10° [M] 14,6 5,74 3,91 5,35
Ml]12 25,0 5,75 2,75 8,91

X112 25,0 5,75 3,98 8,91

Poréwnujac przedstawione wyniki z analogicznymi wynikami uzyskanymi dla AmB
wida¢ wyrazna réznicg. Uwage zwraca przede wszystkim wysokie stezenie formy
monomerycznej] AMA, zwlaszcza mocno zaznaczone w przypadku Srodowiska
wodnego. MMC dla AMA w wodzie jest ponad 20-krotnie wyzsze anizeli odpowiednia
warto$¢ notowana dla antybiotyku wyjsciowego. W przypadku soli oraz buforu Tris
omawiana rdéznica jest okoto 7-krotna, natomiast w buforze PBS 3-krotna. Wartym
zaznaczenia jest rowniez fakt, iz 50% zawarto$ci monomeru dla AMA osiaga si¢ dla
zdecydowanie wyzszych stezen antybiotyku. W srodowisku wodnym warto$¢ parametru
[M]y2 jest az 30-krotnie wyzsza. Dla pozostatych $rodowisk notowane rdznice
wzglgdem AmB sa okolo 10-krotne. Ponadto, niezwykle istotny jest rowniez wysoki
udziat form monomerycznych AMA dla stgzen ogdlnych antybiotyku ok. 1 uM, czyli w
zakresie aktywno$ci biologicznej antybiotyku. Szczegdlnie wysoka warto$¢ tego
parametru stwierdza si¢ dla AMA w $rodowisku wodym- blisko 95,5%. Dla
pozostalych $rodowisk warto$¢ ta wynosi odpowiednio: bufor Tris — 81,4%; NaCl —
70,1%; bufor PBS — 67,8%.

5.6.2.2. AMPA
Widma AMPA podobnie jak AMA we wszystkich badanych S$rodowiskach

wodnych wykazuja zblizone do AmB potozenie maksimow charakterystycznych dla

formy monomerycznej. W przypadku form zagregowanych w odroznieniu od AMA
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mozna zaobserwowa¢ pasmo przy dlugosci fali 420 nm, chociaz jest ono mniej
wyraznie zaznaczone anizeli dla AmB. Poza tym maksimum najintensywniejszego
pasma w obszarze krotkofalowym dla AMPA jest przesunigte i odpowiada dtugosci fali
345 nm. Na Rys. 64 przedstawiono jako przyklad zestaw widm AMPA w wodzie.

a) b)
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Rys. 64. a) zestaw widm dla roztworéw AMPA w wodzie; b) widma form spektralnych obecnych w

analizowanych roztworach.
Na Rys. 65 przedstawiono uzyskane wartosci utamkéw molowych oraz zmiany stezen
poszczegoOlnych form spektralnych w funkcji ogoélnego stezenia AMPA w wodzie.
Rowniez w tym przypadku obserwujemy wystgpowanie maksymalnego stgzenia
monomeru, MMC. Wartosci MMC wyznaczone dla AMPA (Tabela 21) sa zasadniczo
zblizone do analogicznych wartosci w tych samych $rodowiskach dla AMA i okoto 10-
krotnie wyzsze w poréwnaniu z AmB. Ponadto w przypadku AMPA, podobnie jak dla
AMA, znaczacy jest udzial formy monomerycznej dla stgzenia ogdlnego antybiotyku
ok. 1 pM, siggajacy blisko 70%. Pojawia si¢ rowniez zapowiedZz wystapienia MXC,
aczkolwiek warto$¢ maksymalna nie zostala osiagnigta nawet przy ogdlnym stgzeniu

antybiotyku rownym 50 uM.
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Rys. 65. Zaleznos¢ utamkéw molowych oraz logarytméw stezen poszczegdlinych form
spektralnych AMPA w wodzie w funkcji logarytmu stezenia ogdlnego antybiotyku.

Cecha charakterystyczna roztworow AMPA jest niska zawarto$¢ w nich agregatow typu
A. 50-procentowy udzial tej formy obserwuje si¢ dopiero przy ogdlnym stezeniu rzedu
30 uM lub wyzszym (Tabela 21).

Tabela 21. Zestawienie wartosci maksymalnego stezenia monomeru oraz wartosci stezen

AMPA  odpowiadajacych  50%  zawartosci  monomeru i agregatu
wielkoczasteczkowego w Srodowiskach wodnych o réznym skfadzie.

Woda Na(Cl PBS Tris

MMC*10° [M] 7,32 4,54 3,76 9,64
[M] 12 8,91 6,31 2,24 7,94

[Aliz 35,5 28,2 35,5 > 50

5.6.2.3. Pochodne serii K

Na Rys. 66 przedstawiono przykladowe zestawy widm roztworéw pochodnych
serii K w buforze Tris. Zestawy widm dla pochodnych Ko, Ko, K19, K20, K21 wykazuja
pewne podobienstwo. Dla niskich stgzen obserwuje zblizone do AmB potozenie
maksiméw charakterystycznych dla formy monomerycznej, chociaz w przypadku Ky,
oraz Ky proporcje intensywnosci pasm przy 409 i 385 nm sa nieco zaburzone.
Maksimum dlugofalowe dla 420 nm typowe dla formy zagregowanej jest dla
wszystkich 5 zwiazkow przesunigte i odpowiada dlugosci fali 421 nm, przy czym dla
Ky jest ono zaznaczone w niewielkim stopniu i to dopiero dla stezen powyzej 30 uM. Z
kolei maksimum najintensywniejszego pasma w obszarze krotkofalowym dla Ko, Ky,
K7, odpowiada dtugosci fal odpowiednio 345, 341 nm i 349 nm, podczas gdy dla Ko jest
przesunigte do 333-335 nm, a dla K9 nawet do ok. 325 nm.
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Rys. 66. Przyktadowe zestawy widm pochodnych serii K w buforze Tris.

Od powyzszej charakterystyki odbiegaja wyniki uzyskane dla K,; oraz PAMB. W
przypadku K7 dominujaca form¢ w szerokim zakresie badanych st¢zen antybiotyku
stanowi monomer. Zarowno typowa dla formy monomerycznej struktura oscylacyjna
jak 1 proporcje intensywnosci pasm przy 409 i1 385 nm zostaja zachowane. Obecnos¢
agregatu wielkoczasteczkowego mozna stwierdzi¢ dopiero dla stezen powyzej 20 uM.
Maksimum krétkofalowe odpowiada dlugosci fali 344 nm, przy czym pasmo
dlugofalowe przy 420 nm jest jedynie lekko zaznaczone. Zupeklnie odmienny uktad
obserwuje si¢ w przypadku PAMB. Dla tego zwiazku nawet dla najnizszego stezenia —
0,2 uM trudno moéwi¢ o typowym widmie formy monomerycznej. Nawet przy niskich
stezeniach tej pochodnej proporcje pikow 409/385 sa wyraznie zaburzone. Ponadto
wartosci ekstynkcji molowej w obszarze dlugofalowym widma sa nadspodziewanie
niskie. Praktycznie w catym zakresie badanych st¢zen (0,2- 50 uM) zwiazek wystepuje
w jakiejs formie zagregowanej. Maksimum dlugofalowe dla 421 nm jest bardzo
wyraznie zaznaczone poczawszy od stezenia okoto 3 puM, natomiast krétkofalowe

odpowiada dtugosci fali 344 nm.
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Rys. 67. Zmiany sktadu roztworédw pochodnych serii K w buforze Tris w funkcji ogdlnego

stezenia antybiotyku.

Do analizy uzyskanych zestawéw widm metoda numerycznej dekompozycji
wykorzystano usrednione widma form spektralnych uzyskane dla AmB, AMA i AMPA.
We wszystkich przypadkach okazaty si¢ one bardzo dobrym przyblizeniem widm
rzeczywistych.
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Zastosowanie numerycznej dekompozycji widm pozwolito, dla kazdej z pochodnych,
okresli¢ zawarto$¢ poszczegodlnych form spektralnych w analizowanych roztworach
wodnych, Rys. 67.

Jak wynika z powyzszego zestawienia, poszczegdlne zwiazki rdznia si¢ liczba
oraz typem form spektralnych. W przypadku pochodnych Ko, Ko, Ki7, Ky oraz Ky,
stwierdzono obecno$¢ 3 form spektralnych: monomeru, agregatu posredniego X i
agregatu wielkoczasteczkowego A. Najmniejszy udzial form zagregowanych obserwuje
si¢ dla pochodnych K¢ oraz K;;. Zwiazki te wystgpuja wlasciwie w formie
monomerycznej w zakresie stgzen ogdlnych antybiotyku od 0,1 uM do ok. 20 uM. W
przypadku K;9 z kolei nie stwierdza si¢ obecno$ci agregatu typu A. Pojawiaja si¢
natomiast dwa typy agregatow posrednich: X 1 Y. Wystepowanie 4 form spektralnych
obserwuje si¢ jedynie dla PAMB. W przypadku tego zwiazku uwage zwraca
dominujacy udziat formy agregatu wielkoczasteczkowego A, przy zdecydowanie
ograniczonej zawarto$ci formy monomerycznej oraz obecnosci agregatow posrednich X
1 Y. Przy czym, warto doda¢, ze forma Y pojawia si¢ jedynie w zakresie najnizszych
stezen antybiotyku, podczas gdy zawarto$¢ formy X zaznacza si¢ wyraznie na poziomie
okoto 30% praktycznie w catym badanym zakresie st¢zeh PAMB.

Ponadto nalezy zwroci¢ uwage, ze w przypadku wszystkich badanych zwiazkow serii K
stezenie formy monomerycznej dazy do nasycenia, podczas gdy stezenie agregatow
zwlaszcza wieloczasteczkowych (forma A) wzrasta nieograniczenie.

W Tabelach 22, 23 i 24 zestawiono uzyskane wartosci MMC, M, 1 A, dla
pochodnych serii K w analizowanych roztworach wodnych. Dla pordéwnania
zamieszczono rowniez wartosci dla AmB 1 pochodnych AMA 1 AMPA.

Tabela 22. Zestawienie wartosci MMC [uM] AmB i jej pochodnych w roznych roztworach

wodnych.
Roztwory
Pochodne Woda NaCl PBS Tris
AmB 0,79 0,64 1,08 0,85
AMA 14,62 5,74 3,91 5,35
AMPA 7,32 4,54 3,76 9,64
Ko nb nb nb 9,72
Kio 5,46 3,41 5,28 6,50
K7 nb nb nb 10,07
Kig 2,52 2,49 2,18 2,68
Kso 2,10 1,93 2,70 4,82
K>, 0,66 0,90 0,68 0,66
PAMB 1,73 2,70 2,46 1,50

nb — nie badano
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Zwigzek

Rys. 68. Zestawienie wartosci MMC dla AmB i jej pochodnych w roztworach wodnych o réznym
sktadzie.

Najwyzsza warto§¢ MMC wsrdd zestawu badanych zwiazkow serii K obserwuje
si¢ dla K;7 w buforze Tris. Warto$¢ ta jest porownywalna z analogicznymi wynikami
uzyskanymi dla AMPA 1 ponad 10-krotnie wyzsza anizeli dla AmB. Bardzo podobna
warto$¢ MMC stwierdzono rowniez dla pochodnej Ko. Wysoka warto§¢ MMC, zblizona
do MMC wyznaczonego dla AMA, wykazuje w tym samym S$rodowisku Ky W
przypadku pozostatych badanych $rodowisk wartosci MMC dla Ky sa do siebie
zblizone 1 w poréwnaniu z antybiotykiem wyjsciowym okoto 2,5-krotnie wyzsze.
Zblizone wartosci MMC wykazuja rowniez pochodne K;9 i PAMB, jednak w
odréznieniu od Kjyp wartos¢ MMC w buforze Tris nie odbiega od pozostatych
srodowisk. Zupelnie odmiennie w stosunku do pozostatych zwiazkéw serii K
zachowuja si¢ wartosci MMC dla K;,;.W przypadku tej pochodnej MMC przyjmuje
wartosci zblizone badZz nawet nizsze od tych notowanych dla AmB (Rys. 68; Tabela
22).
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Tabela 23. Zestawienie wartosci M;;, [uM] AmB i jej pochodnych w réznych roztworach
wodnych.

Roztwory
Pochodne Woda NaCl PBS Tris
AmB 0,83 0,89 0,66 0,76
AMA 25,0 5,75 2,75 8,91
AMPA 8,91 6,31 2,24 7,94
Ko nb nb nb 10,70
Kio 2,82 4,80 6,31 4,47
Ki7 nb nb nb 15,85
Kio 2,51 3,98 2,51 2.4
Ko 2,24 2,82 1,91 2,24
Ky 0,80 0,35 0,63 1,0
PAMB <0,13 0,28 0,15 <0,20

nb — nie badano

Podobne do omoéwionych wyzej wnioski mozna wysnu¢ na podstawie analizy wartosci
parametru [M]y2, czyli st¢zenia antybiotyku odpowiadajacemu 50% zawartosci
monomeru (Tabela 23). Najwyzsze warto$ci tego parametru obserwuje si¢ dla
pochodnych K7 i Ky, zdecydowanie nizsze dla K, szczegdlnie w wodzie. Dla
pochodnych K9 1 Kjp warto$ci tego parametru sa w zasadzie zblizone do siebie
niezaleznie od badanego S$rodowiska i okoto 2,5-krotnie wyzsze w poroOwnaniu z
analogicznymi wynikami dla antybiotyku wyjsciowego. W przypadku K,; natomiast
[M]y2 przyjmuje wartosci zblizone badz nizsze anizeli dla AmB. Wyjatek wsrod
badanych zwiazkow stanowi pochodna PAMB z najnizszymi warto§ciami omawianego

parametru. Wartosci te sa kilkakrotnie nizsze od tych uzyskanych dla AmB.

Tabela 24. Zestawienie wartosci A;/; [uM] AmB i jej pochodnych w réznych roztworach

wodnych.
Roztwory
Pochodne Woda NaCl PBS Tris
AmB 6,31 14,45 8,91 7,94
AMPA 35,5 28,2 35,5 > 50
Ko - - - 55,0
Kio >70 15,8 23,4 35,5
K17 nb nb nb >60
Ko * * * *
Kso 13,2 >56 19,1 8,32
Kai 3,55 4,17 7,94 6,31
PAMB 10,3 >35.5 28,2 4.8

nb — nie badano
* - forma spektralna nie wystepuje
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Poréwnanie [A]12, czyli stgzenia antybiotyku odpowiadajace 50% zawartosci agregatu
nierozpuszczalnego (Tabela 24) rowniez zwraca uwagg na pochodne Ko 1 K7 z
warto$cia tego parametru okoto 8-krotnie wyzsza od tej wyznaczonej dla AmB.
Najnizsze wartosci [A]iz, podobnie jak w przypadku omawianych wyzej parametréw

wykazuje K.

5.6.3. Wplyw modyfikacji chemicznych i skladu roztworu wodnego na stale
agregacji
Uzyskane metoda numerycznej dekompozycji widm stgzenia poszczegdlnych
form spektralnych pozwalaja na zaproponowanie modelu agregacji AmB 1 jej

pochodnych oraz wyznaczenie statych tego modelu.

Wystgpowanie maksymalnego st¢zenia monomeru oraz w kilku przypadkach réwniez
maksymalnego stezenia agregatow posrednich dostarcza silnej przestanki, ze agregacja
ta ma charakter wieloetapowej agregacji nicograniczonej, p. 4.5.2.4. Jak wykazano [38],
w modelu takiej agregacji nalezy wyodrebni¢ etap tworzenia dimeru zwigzany ze
zmiang wlasciwosci spektralnych 1 opisywany stata dimeryzacji Kp oraz wieloetapowy,

nieograniczony proces agregacji dimerdw opisany stala agregacji Ka.

Poniewaz wykazano powyzej (p. 5.6.2), ze we wszystkich badanych przypadkach
agregacji AmB 1 jej pochodnych w roztworach wodnych dochodzi do tworzenia wigcej
niz jednego typu agregatu, wigc model opisujacy zjawisko agregacji musi przyjaé
postac opisana rownaniem (2) p. 4.5.2.4. Dla n rodzajow agregatow model taki zawiera
2n parametrow: n statych dimeryzacji Kp; oraz n stalych agregacji Kui. Okreslenie
wartosci tych parametrow zapewniajacych najlepsze dopasowanie modelu do
konkretnego zestawu danych do$wiadczalnych nie jest mozliwe metodami regresyjnymi
1 wymaga zastosowania wielowymiarowej optymalizacji numerycznej. W niniejszej

pracy zastosowano w tym celu metod¢ Simplex w wersji Neldera-Meada.

Przyktad dopasowania proponowanego modelu do danych do$wiadczalnych

uzyskanych dla K,y w soli fizjologicznej przedstawia Rys. 69.
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Rys. 69. Dopasowanie modelu do danych doswiadczalnych przedstawione na przyktadzie
zaleznosci utamkédw molowych oraz logarytméw stezed poszczegdlnych form
spektralnych dla pochodnej Ky w soli fizjologicznej w funkcji logarytmu stezenia
ogdlnego antybiotyku.

Uzyskane warto$ci parametrow modelu agregacji dla AmB 1 jej pochodnych w
badanych roztworach wodnych przedstawia Tabela 25. W zastawieniu tym nie ujgto
PAMB, =z wuwagi na brak mozliwosci dopasowania modelu do danych
eksperymentalnych uzyskanych dla tej pochodne;.

Tabela 25. Zestawienie wartosci statych dimeryzacji (Kd) oraz statych agregacji (Ka) dla AmB i
badanych pochodnych.

Woda Sol PBS Tris
Zwiazek | Agreg. | Kp Ka Kp Ka Kp Ka Kp Ka
AmB X 5,56 6,73 5,35 6,92 5,63 6,05 5,60 6,24
Y - - 5,36 6,85 5,79 5,85 5,60 6,18
A 4,53 7,89 5,00 7,34 5,12 6,89 4,79 7,32
AMA X 4,51 4,45 5,31 4,88 5,48 4,72 5,07 4,77
AMPA X 5,01 3,33 5,02 4,47 5,52 3,80 5,56 6,73
A 4,58 5,32 4,82 5,31 5,01 5,53 4,53 7,89
Ko X nb nb nb nb nb nb 473 4,74
A nb nb nb nb nb nb 5,85 4,06
Kio X 5,32 4,92 4,78 5,86 4,77 5,54 5,08 5,04
A 4,82 5,58 4,48 6,36 4,02 6,57 4,47 6,05
K7 X nb nb nb nb nb nb 4,73 4,89
A nb nb nb nb nb nb 4,34 5,53
Ky X 5,27 5,89 4,90 6,24 5,06 6,19 5,28 5,82
Y 4,61 6,66 3,91 7,37 4,13 7,26 4,82 6,4
Ko X 5,31 5,77 5,15 5,81 5,19 6,15 5,12 6,17
A 5,10 6,06 4,82 6,18 4,87 6,55 4,72 6,75
Kz X 5,55 6,45 6,17 6,22 5,74 6,67 5,90 6,04
A 5,36 6,75 5,24 7,35 5,17 7,32 5,22 6,93

nb — nie badano
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Warto zwroci¢ uwage na charakterystyczne relacje wystepujace pomiedzy wartosciami
statych dimeryzacji 1 stalych agregacji w poszczegdlnych typach agregatow. Za
wyjatkiem AMA oraz Ko, agregat, ktorego udzial wzrasta nieograniczenie wraz ze
wzrostem stezenia roztworu (A dla AmB, AMPA, Ko, Ko, K7, Ky 1 Kyp; X dla AMA;
Y dla Kj9) charakteryzuje si¢ duzo wigksza stala agregacji w poréwnaniu do statej
dimeryzacji. W przypadku agregatow ,,posrednich” relacja ta nie jest tak wyrazna, a dla

AMPA jest ona nawet odwrotna.
5.6.4. Wplyw stanu roztworu na wlasciwosci biologiczne (permeabilizacyjne)

W oparciu o parametry i rownanie zaproponowanego modelu agregacji dla
wszystkich badanych zwiazkéw wyznaczono sktad roztworu w soli fizjologicznej dla
stezenia antybiotyku odpowiadajacego wartosci EKsy, czyli stgzenia indukujacego 50%
wyplywu potasu z krwinek czerwonych. Wyjatek stanowi pochodna K7 dla ktorej
obliczenia wykonano dla buforu Tris, z uwagi na dysponowanie danymi dotyczacymi
agregacji jedynie w tym $rodowisku. Wyniki przedstawiono na Rys. 70, odpowiednio w
postaci utamkow molowych (Rys. 70 a) oraz stezen poszczeg6dlnych form spektralnych
(Rys. 70 b).

W przypadku Kj;, Ko, oraz Kjo, pochodnych o najnizszej aktywnos$ci
permeabilizacyjnej wzgledem erytrocytow (EKsy odpowiednio 81; 61; 57 uM),
obserwuje si¢ dominujacy udziat formy zagregowanej typu A (Rys. 70 a). W oparciu o
metod¢ sedymentacyjna stwierdzono, ze dla antybiotyku wyjsciowego forma ta stanowi
gléwny sktadnik agregatu nierozpuszczalnego.

Na podstawie wynikow badan nad AmB wysunigto hipotezg, ze za aktywno$é
permeabilizacyjna w stosunku do zawierajacych cholesterol komodrek ssakow
odpowiedzialna jest tylko ta czg$¢ antybiotyku, ktora wystgpuje w formie
maloczasteczkowych agregatdéw. Odpowiada to formom spektralnym X 1 Y. Rys. 70 b
przedstawia stgzenia poszczegolnych form przy st¢zeniu antybiotyku odpowiadajacemu
EKso. Wida¢ wyraznie, ze standardowy efekt biologiczny nie jest zwiazany z

okreslonym stezeniem zadnej konkretnej formy antybiotyku.
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Rys. 70. a) utamek molowy; b) stezenie poszczegdlnych form spektralnych w soli fizjologicznej

wyznaczone dla stezenia antybiotyku indukujgcego 50% wyptywu potasu z krwinek

czerwonych (EKsp). Zwiazki zostaty uszeregowane w kierunku wzrastajacej aktywnosci
permeabilizacyjnej.
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5.6.5. Wplyw surowicy krwi na stopien agregacji badanych zwigzkow

Poprawna ocena wplywu stanu pochodnych AmB na jej aktywno$¢ biologiczng in
vivo wymaga dodatkowo uwzglednienia wptywu na to zjawisko wielkoczasteczkowych
sktadnikéw osocza krwi. Okreslenie wplywu bialek i lipoprotein surowicy na stopien
agregacji AmB stworzytoby mozliwo$¢ zrozumienia 1 wyjasnienia mechanizmu, wedtug
ktorego interakcje ze skladnikami krwi wplywaja na toksyczno$¢ tego cennego
antybiotyku, a tym samym zwigkszyloby szanse na opracowanie optymalnie efektywne;j
formy leku.
5.6.5.1. Albumina

Najpierw podjeto probe okreslenia efektu zwiazania antybiotyku z albuming

surowicy ludzkiej (HSA) na jego stan agregacji. Oznaczenia wykonano dla AmB jako
zwiazku referencyjnego oraz dwoch wybranych pochodnych: AMA 1 PAMB. Kinetyke
oraz stan rownowagi wigzania antybiotyku z biatkiem $ledzono w oparciu o
spektroskopi¢ UV-VIS. Wszystkie pomiary prowadzono w buforze PBS (pH = 7,4). Na
Rys. 71 a, 72 a 1 73 a przedstawiono widma absorpcyjne zarejestrowane dla badanych
zwiazkéw, uzytych w stezeniach 2 1 10 uM, w obecnosci wzrastajacego st¢zenia HSA
(0,5 -40 pM). Obok dla najwyzszego stezenia albuminy (40 uM) przedstawiono
przebieg zmian absorpcji w czasie (Rys. 71 b, 72 b1 73 b).
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Rys. 71. Widma absorpcyjne AmB o stezeniu odpowiednio 2 i 10 uM w buforze PBS w
obecnosci HSA. Stezenie biatka 0,5 — 40 uM.

W widmie AmB w buforze PBS w obszarze 450 - 300 nm mozna wyrdzni¢ 4 wyrazne
pasma absorpcji przy dtugosci fali 408, 384, 362, 335 nm oraz lekko zaznaczone pasmo
przy 420 nm, przypisywane silnie zagregowanej formie antybiotyku [38,42,100,102-
105]. W obecnosci HSA dochodzi do stopniowej zmiany widma antybiotyku. W miarg
rosnacego stgzenia albuminy obserwuje si¢ obnizenie intensywno$ci maksimum przy
335 nm wraz z przesunigciem batochromowym dla pasm dlugofalowych odpowiednio
do 415, 388, 365 nm. Wyniki te sa zgodne z uzyskanymi wczesniej przez innych
autorow [210,211]. Maksimum przy dlugosci fali 415 nm jest uznawane za
charakterystyczny wskaznik zwigzania antybiotyku z biatkiem.

Warto zwréci¢ uwage, ze wiazanie si¢ AmB z albuming dotyczy przede wszystkim
formy monomerycznej tego antybiotyku. Obserwuje si¢ nieznaczne obnizenie
intensywnos$ci pasma krotkofalowego, charakterystycznego dla form zagregowanych,
jednakze ogoélne relacje pomigdzy poszczegdlnymi formami AmB nie ulegaja istotnej
zmianie.

Sledzac z kolei kinetyke wiazania biatka z AmB (Rys. 71 b) mozna zauwazy¢, iz po
uptywie 30-35 min od momentu dodania ostatniej porcji HSA (stgzenie koncowe 40
uM) zmiany obserwowane w widmie antybiotyku sa niewielkie i mozna juz wtasciwie
mowic o osiagnigeiu stanu rownowagi w tworzeniu kompleksu albumina-AmB. Jest to
zgodne doniesieniami Aramwit’a i wspotaut. [212], wedtug ktérych deagregacja AmB
w wyniku dzialania HSA zachodzi w ciagu p6t godziny.
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W przypadku badanych pochodnych AmB, tj. AMA i PAMB, oddzialywanie z HSA
prowadzi do bardzo podobnych pod wzgledem jakoSciowym zmian w przebiegu widm
jak dla antybiotyku wyjsciowego (Rys. 72; 73). W obecnosci albuminy dla obu
badanych pochodnych obserwuje si¢ stopniowe obnizenie intensywno$ci maksimum
krotkofalowego, dla dtugosci fali odpowiednio 333 nm (AMA) i 345 nm (PAMB) wraz
z przesunigciem widma w  kierunku fal dluzszych 1  wyksztalceniem
charakterystycznego dla kompleksu antybiotyk-biatko pasma przy 415 nm. Z uwagi na
wysoka zawarto$¢ formy monomerycznej w przypadku AMA omawiane zmiany widm
sa zdecydowanie wyrazniejsze anizeli dla PAMB. PAMB w szerokim zakresie stgzen
wystepuje w formie zagregowanej i nawet dla stgzenia 2 uM mozna juz stwierdzic¢
obecno$¢ maksimum dlugofalowego przy 420 nm. W zwiazku z tym, formowanie

kompleksow tego antybiotyku z albuming wydaje si¢ by¢ utrudnione.
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Rys. 72. Widma absorpcyjne AMA o stezeniu odpowiednio 2 i 10 uM w buforze PBS w
obecnosci HSA. Stezenie biatka 0,5 — 40 uM.
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Rys. 73. Widma absorpcyjne PAMB o stezeniu odpowiednio 2 i 10 uM w buforze PBS w
obecnosci HSA. Stezenie biatka 0,5 — 40 uM.

5.6.5.2. Surowica

Biorac pod uwage fakt, iz z terapeutycznego punktu widzenia istotne jest
uwzglednienie oddziatywan AmB 1 jej pochodnych nie tylko wybidrczo z albumina, ale
rowniez innymi sktadnikami osocza krwi, dla antybiotyku wyj$ciowego oraz obu
badanych pochodnych zastosowanych w stezeniu 10 uM zarejestrowano widma UV-Vis
w buforze PBS z dodatkiem 20 % pelnej surowicy ludzkiej (Rys. 74). Dla poréwnania
w zestawieniu uwzgledniono réwniez widma badanych zwiazkéw wykonane w buforze
PBS. W przypadku AmB w obecnosci surowicy ludzkiej obserwuje si¢ zanik
maksimum krotkofalowego dla okolo 340 nm, a jednocze$nie wzrost intensywnosci
widma w obszarze dlugofalowym, wraz z pojawieniem si¢ struktury oscylacyjnej z
maksimum dla dlugosci fal 415, 388, 367 nm (Rys. 74 a). Wskazuje to przede
wszystkim na prawie catkowity zanik form zagregowanych. Ponadto, biorac pod uwage
doniesienia literaturowe [213] mozna stwierdzi¢, iz taki obraz widm jest
charakterystyczny dla antybiotyku w formie zwiazanej z lipoproteinami typu LDL.
Ksztalt zarejestrowanego w obecnosci surowicy widma AmB oraz potozenie
poszczegoOlnych pasm sa zblizone do znanego z literatury widma AmB w kompleksie z
cholesterolem [63,211], co jest zgodne z obserwacjami innych autoréw wskazujacymi
na cholesterol jako miejsce wiazania antybiotyku w LDL [214,215].

Podobna do antybiotyku wyjsciowego pod wzgledem jakosciowym zmiang

przebiegu widm w obecnosci surowicy notuje si¢ dla AMA (Rys. 74 b). Potozenie
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poszczegOlnych pasm po utworzeniu kompleksu pochodnej z lipoproteinami jest
zblizone do AmB, jedynie proporcje pikow dla 415 1 367 nm sa nieco zmienione.
Zupelhie inaczej ksztaltuje si¢ obraz widm zarejestrowanych dla PAMB (Rys.
74 ¢). W odroznieniu od AmB oraz AMA w obecnosci surowicy ludzkiej nie stwierdza
si¢ dla tej pochodnej zaniku form zagregowanych. Obserwuje si¢ jedynie obnizenie
intensywno$ci maksimum krétkofalowego przy 345 nm o ok. 10% bez zmiany jego
polozenia oraz przesuniecie batochromowe dla pasm dlugofalowych. Wydaje sig, ze
agregaty tworzone przez PAMB sa wyjatkowo trwate, a z lipoproteinami oddziatuja
przede wszystkim czasteczki antybiotyku w formie monomerycznej. Jest to interesujace
spostrzezenie zwazywszy na fakt, iz PAMB jest pochodna o radykalnie obnizonej
toksycznosci w stosunku do komorek zwierzgcych. Jak stwierdzono, w ramach
niniejszej rozprawy, wyplyw potasu z krwinek czerwonych indukowany przez PAMB
zachodzi dopiero w stgzeniach ponad 100-krotnie wyzszych anizeli w przypadku AmB,

a ponadto zwiazek ten praktycznie nie indukuje hemolizy.
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Rys. 74. Widma absorpcyjne a) AmB; b) AMA; c) PAMB, o stezenie 10 uM, zarejestrowane w
surowicy ludzkiej rozcienczonej buforem PBS w stosunku 1:5. Linig przerywang oznaczono
widma badanych zwigzkdw wykonane w buforze PBS (bez uprzedniej preinkubacji).
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6. Dyskusja

Narastajacy problem opornosci wielolekowej oraz ograniczony arsenat
skutecznych lekow przeciwgrzybiczych stwarzaja pilng potrzebg intensywnych
poszukiwan nowych ulepszonych preparatéw, ktére moglyby by¢ stosowane w terapii
grzybic uktadowych. Optymalny chemoterapeutyk powinien charakteryzowac sig:
wysoka aktywnos$cia przeciwgrzybowa, szerokim spektrum dzialania, efektem
grzybobdjczym (nie grzybostatycznym), brakiem indukowania opornosci specyficznej,
aktywnos$cia wzgledem szczepodw z opornoscia wielolekowa, niska toksyczno$cia [4].
Zaden z dostepnych obecnie w klinice lekow przeciwgrzybiczych nie spetnia tych
wymagan. Niezbedne jest wigc poszukiwanie korzystniejszych chemoterapeutykow
przeciwgrzybowych. Jedna z drég prowadzacych do tego celu jest modyfikacja
chemiczna istniejacych lekow. Analizujac wady 1 zalety dostgpnych w klinice
preparatdw mozna stwierdzi¢, ze antybiotyk - amfoterycyna B (AmB) z grupy
makrolidow polienowych charakteryzuje si¢ najwigksza iloscia cech pozytywnych. Jest
wigc on optymalnym ,,zwigzkiem wiodacym” (ang. lead compound) dla racjonalnych
chemicznych modyfikacji zmierzajacych do otrzymania idealnego preparatu.
Wykazano, ze gtéwna wada tego cennego antybiotyku, jaka jest jego toksycznosé, moze
by¢ efektywnie zniwelowana dzigki racjonalnie prowadzonym modyfikacjom
chemicznym. AmB dziata na poziomie btony cytoplazmatycznej tworzac kanaty
zaburzajace kontrolg transportu blonowego.

W ramach badan prowadzonych w Katedrze Technologii Lekoéw i Biochemii
nad poszukiwaniem nowych lekow przeciwgrzybowych otrzymano wiele pochodnych
amfoterycyny B [4,39,40]. Szczegélnie korzystne wlasciwosci wykazuje MFAME,
ktéra zachowuje aktywno$¢ przeciwgrzybowa wyjSciowego antybiotyku, a
réwnoczesnie charakteryzuje si¢ radykalnie obnizona toksyczno$cia wobec komorek
zwierzeeych [39-44]. Zwiazek ten nalezy do generacji pochodnych AmB zawierajacych
duzy objetosciowy podstawnik w obrebie ,,polarnej glowy” czasteczki antybiotyku
zdolny do indukowania efektu zawady sterycznej. Poszukujac przyczyn niskiej
toksyczno$ci  tego rodzaju pochodnych zaproponowano szereg koncepcji
uwzgledniajacych rézne aspekty, natury zaréwno fizykochemicznej jak i biologicznej,
dzialania tych zwiazkéw na poziomie molekularnym. Za najbardziej prawdopodobna

uwaza si¢ hipotez¢ zgodnie z ktdra mechanizm wysokiej selektywnos$ci zawadzonych
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przestrzennie pochodnych AmB polega na tym, ze tworza one efektywne, letalne kanaty
w zawierajacych ergosterol komorkach grzybowych, natomiast w komorkach
zwierzecych, w ktorych btonach wystepuje cholesterol, powstajace kompleksy
antybiotyk-sterol nie sa zdolne do utworzenia funkcjonalnego kanatu [4,41-44].
Weryfikacja tej tezy wymaga jednak przeprowadzenia wielokierunkowych badan
obejmujacych szeroki wachlarz tego typu zwiazkdw. Zaprojektowana i zsyntezowana
ostatnio nowa rodzina zawadzonych przestrzennie N-aminoacylowych pochodnych
AmB [40], tzw. seria K stwarza doskonata mozliwo$¢ wyjasnienia zagadki natury
selektywnej toksycznosci zawadzonych przestrzennie pochodnych AmB, tym bardziej,
ze jak wynikalo ze wstepnych oznaczen biologicznych, zwiazki te mimo duzego
podobienstwa w strukturze zachowuja podobna wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybowa a
jednoczes$nie zréznicowana w znacznym stopniu toksyczno$¢ w stosunku do komorek
ssakow.

Poznanie natury czynnikow i mechanizméw, ktore decyduja o poprawie selektywne;j
toksycznos$ci zawadzonych przestrzennie pochodnych AmB stanowito zasadniczy
przedmiot prowadzonych przeze mnie w ramach niniejszej rozprawy badan. W
badaniach tych uwzglednitam rowniez niezwykle wazny z punktu widzenia
przydatnosci zwiazkéw przeciwgrzybowych (antymykotykow) w terapii, aspekt

aktywnosci tego typu pochodnych AmB wzgledem opornych szczepow grzybowych.

Aktywnos$é¢é wzgledem szczepow opornych

W literaturze niewiele dostepnych jest informacji na temat wptywu mutacji badz
nadekspresji genéw odpowiedzialnych za zjawisko opornosci grzybdéw na dzialanie
makrolidow polienowych. Poznano 1 opisano wprawdzie rzadkie przypadki
wystgpowania opornosci specyficznej w odniesieniu do tego typu zwiazkow, ale
niewiele jak dotad wiadomo o ich aktywnosci w stosunku do szczepow z wyksztatcona
opornos$cia wielolekowa. Podjelam w zwiazku z tym badania nad dzialaniem AmB i
wybranych pochodnych w stosunku do szczepdéw grzybowych reprezentujacych roézne
mechanizmy oporno$ci tj. mutantoéw ergosterolowych Candida albicans oraz
wielolekoopornych szczepdw Saccharomyces cerevisiae. Badania te mialy na celu
znalezienie odpowiedzi na nastgpujace pytania czy: a) zmiany w skladzie sterolowym
btony w jakikolwiek sposob wplywaja na wrazliwos¢ komodrek grzybowych na
dziatanie AmB 1 pochodnych; b) chemiczne modyfikacje AmB w kierunku poprawy

selektywnej toksycznosci leku zmieniaja aktywno$¢ antybiotyku wobec szczepow
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opornych oraz c) jaki jest mechanizm, wedtug ktorego AmB i1 pochodne przezwycigzaja
zjawisko MDR.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzitam, iz zar6wno AmB jak i badane
pochodne hamuja wzrost i dzialaja grzybobdjczo w stosunku do wszystkich
testowanych szczepow opornych. W przypadku mutantéw ergosterolowych Candida
albicans (erg-2 1 erg-16) zaobserwowatam okoto 5- krotnie nizsza wrazliwo$¢ w
zestawieniu ze szczepem wyjsciowym (C.a.), co wyraznie koreluje z redukcja
aktywnosci permeabilizacyjnej AmB i pochodnych, badanej zarowno w oparciu o ruch
protonéw (H") jak i wyptyw potasu (K"). Podobna prawidtowo$é zanotowano wezesniej
dla komoérek Rhodotorula gracilis 1 nystatyny [216,217]. W przypadku mutanta tego
szczepu (M67), niezdolnego do biosyntezy ergosterolu, zaobserwowano zmniejszong
przepuszczalnoéé blony dla kationow (H'; K') w poréwnaniu z dzikim szczepem. W
obecnosci nystatyny elektrochemiczny gradient protonowy generowany w poprzek
btony, umozliwiajacy transport cukrow (D-xyloza), zanikal tylko w komdrkach szczepu
wyjsciowego, podczas gdy w komorkach mutanta pozostawal nienaruszony. Poza tym,
jak wykazatam, proces wymiany H'/K' zachodzi dla mutantéw w odmienny sposéb
anizeli dla szczepu wyjsciowego. Stwierdzitam, ze AmB i pochodne nie indukuja w
badanych mutantach ergosterolowych sprzezonej wymiany potasu na proton pobierany
ze Srodowiska, a jedynie uwalnianie potasu wewnatrzkomérkowego, przy czym ze
zdecydowanie mniejsza wydajnoscia niz w szczepie dzikim. Wydaje sig, ze zmiana
wrazliwosci mutantéw ergosterolowych na dziatanie AmB i1 badanych pochodnych
zwiazana jest z niezdolnos$cia tego typu szczepow do wytwarzania ergosterolu na skutek
defektow w szlaku jego biosyntezy na réznych etapach, co w efekcie prowadzi do
akumulacji intermediatdow o zmienionej strukturze, a w dalszej konsekwencji do zmian
w plynnosci btony [152]. Szczep erg-16 w zwiazku z mutacja genu kodujacego 5,6-
dehydrogenaze sterolowa gromadzi zymosterol, episterol, ergosta-7-en-3-f3-ol, ergosta-
7,22-dien-3-B-ol, podczas gdy w komodrkach erg-2 nieposiadajacych funkcjonalnej
A®A”—izomerazy akumulowany jest zymosterol i fekosterol [183]. Mozna
przypuszczaé, ze w wyniku zmian w skladzie sterolowym btony mutantéw,
permeabilizacja indukowana przez AmB 1 pochodne, w odroznieniu od szczepu
wyjsciowego produkujacego ergosterol, nie prowadzi prawdopodobnie do formowania
specyficznych kanatow, ale raczej przybiera charakter dzialania detergentowego.
Nalezy w tym miejscu wyraznie podkresli¢ znaczenie faktu, iz mimo kilkakrotnie

obnizonej aktywnos$ci w stosunku do mutantéw ergosterlolowych badane zwiazki nadal
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zachowuja aktywnos¢ wzgledem tego typu szczepow, aczkolwiek wedlug mechanizmu
o innej naturze [218].

W celu oceny roli struktury sterolu w oddzialywaniu AmB i badanych
pochodnych z blonami komorek grzybowych oraz okreslenia zalezno$ci pomigdzy
aktywnoscia biologiczna a stopniem wiagzania z komdrkami zastosowatam dla szczepu
standardowego C. albicans (C.a) oraz mutantow ergosterolowych (erg-2 i erg-16)
fluorescencyjna metode transferu energii. Metoda ta wykorzystywana byla miedzy
innymi do $ledzenia oddzialywania AmB z komodrkami zwierzgcymi (tymocyty,
komoérki nerkowe) [219,220] oraz grzybowymi 1 Dbakteryjnymi [43,44,191].
Zastosowana do pomiaréw sonda fluorescencyjna, TMA-DPH ulega szybkiej, zgodnej
ze wspoOtczynnikiem podzialu inkorporacji do btony plazmatycznej, na co wskazuje
znaczny wzrost intensywnosci fluorescencji po dodaniu sondy do zawiesiny komorek. Z
uwagi na dodatni tadunek sonda zakotwicza si¢ na granicy faz lipidy blonowe/woda, a
fragment fenylowy czasteczki zostaje interkalowany pomiedzy tancuchy kwasow
thuszczowych fosfolipidow siggajac wegli Cg-Cip. Dodanie antybiotyku prowadzi do
wygaszania fluorescencji, w wyniku transferu energii pomigdzy czasteczkami sondy
bedacej jej donorem, a chromoforem polienu jako akceptorem. Transfer energii migdzy
tymi czasteczkami jest mozliwy ze wzgledu na naktadanie si¢ widma emisyjnego sondy
1 absorpcyjnego polienu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nie stwierdzitam istnienia korelacji pomigdzy
wrazliwoscia szczepu w stosunku do badanych zwiazkow a powinowactwem
antybiotyku do komorki. Wydajno$¢ transferu energii, odzwierciedlajaca ilos¢
antybiotyku zwigzanego z btona wyznaczona dla AmB 1 pochodnych, przyjmuje
zblizone warto$ci w komorkach szczepu wyjsciowego (C.a) jak i mutantow (erg-2, erg-
16) posiadajacych defekt w szlaku biosyntezy ergosterolu. Podobna prawidlowosé¢
stwierdzono wczesniej dla komorek grzybowych (C. albicans ATCC 10261),
zwierzgcych (K532) 1 bakteryjnych (E. coli C-600), czyli zawierajacych odpowiednio
ergosterol, cholesterol i pozbawionych sterolu [43,44]. Zaobserwowano, ze AmB i
MFAME wykazuja zblizony stopien wiazania z blona niezaleznie od rdéznic we
wrazliwo$ci komoérek w stosunku do tych antybiotykow. Zdolno$¢ oddzialywania
antybiotyku z komodrka nie jest zatem determinowana tylko i wylacznie obecnoscia i
strukturg sterolu. Wyniki licznych badan prowadzonych w uktadach modelowych bton
wskazuja wyraznie na mozliwos¢ formowania kompleksow AmB i pochodnych z

fosolipidami blonowymi [19,50,96,132]. Poza tym, sama obecno$¢ antybiotyku w
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btonie nie zawsze jest wystarczajaca dla zwigkszenia jej przepuszczalno$ci, jak i
dziatania toksycznego, chociaz moze by¢ zrodtem tych efektow. Brak korelacji
pomigdzy powinowactwem antybiotyku do komorki a toksyczno$cia potwierdzono juz
wezesniej w przypadku tymocytow oraz erytrocytow dla serii znakowanych weglem '*C
pochodnych AmB [221]. Wydaje si¢, ze podobna ilo$¢ antybiotyku w btonie moze
powodowac¢ rézne zaburzenia w strukturze i funkcjonowaniu blony w réznych typach
komorek [43,44].

Warto niemniej jednak zwrdci¢ uwage na rdzny sposob ,,zachowania si¢” AmB 1
pochodnych w btonie badanych szczepdw, czego odzwierciedleniem jest wystgpowanie
dwoch typéw wygaszania fluorescencji tj. mono- 1 dwufazowego. Zaobserwowano, 1z
przypadku szczepu wyjsciowego C.a. profil dwufazowy wystgpuje w przypadku
wszystkich testowanych zwiazkow, podczas gdy dla mutantow ergosterolowych ten typ
wygaszania fluorescencji wystepuje tylko dla AmB. Pochodne, AMA i MFAME,
indukuja jednofazowa kinetyke wygaszania fluorescencji [218].

Haynes 1 wspotaut. [191], ktérzy w oparciu o fluorescencyjna metodg transferu
energii badali dzialanie AmB na wrazliwe oraz oporne w wyniku drastycznego
obnizenia zawarto$ci ergosterolu w btonie komorki Cryptococcus neoformans
zaproponowali ciekawa interpretacje przebiegu obu typéw wygaszania fluorescencji
TMA-DPH. Zgodnie z ta koncepcja, spadek intensywno$ci fluorescencji sondy
obserwowany po dodaniu AmB jest konsekwencja transferu energii pomigdzy
znajdujacymi si¢ w blonie czasteczkami donora (sonda) i akceptora (antybiotyk). Dalsze
zmiany sygnatu fluorescencji notowane dla kinetyk dwufazowych sa efektem
oddziatywania AmB z obecnym w btlonie sterolem i tworzeniem transbtonowych
kanatéw w wyniku agregacji kompleksow AmB-sterol. Kompleksy te na drodze dyfuzji
lateralnej przemieszczaja si¢ w blonie gromadzac si¢ w domenach blony bogatych w
sterol, co prowadzi do wzrostu odleglosci od czasteczek sondy, ktore pozostaja w
fosfolipidowych, ubogich w sterol domenach btony. Ze wzgledu na to, iz efektywno$¢
transferu energii zalezy od odlegtosci migdzy czasteczkami donora i akceptora,
oddalenie si¢ czasteczek antybiotyku od czasteczek sondy prowadzi do obnizenia
transferu energii miedzy nimi, a w konsekwencji wzrostu sygnatu fluorescencji. Istnieje
rowniez mozliwos¢, ze kompleksy AmB-sterol maja mniejsza zdolno$¢ do wygaszania
fluorescencji TMA-DPH, anizeli wolna AmB. Wzrost sygnatu fluorescencji powyzej
sygnatu wyjsciowego moze by¢ uwarunkowany penetracja czasteczek sondy ze

srodowiska wodnego do wnetrza komorki, utatwiona na skutek zmian w strukturze
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btony. Sygnat fluorescencji pochodzi zatem od wigkszej ilosci czasteczek sondy, anizeli
na poczatku. Haynes 1 wspotaut. wysungli hipotezg, ze dwufazowy przebieg kinetyki
wygaszania fluorescencji $wiadczy o zdolnosci do tworzenia przez AmB w blonie
kanatow. Jednofazowy profil, ktory zaobserwowano dla opornego szczepu C.
neoformans, niezdolnego do biosyntezy ergosterolu, wskazuje zdaniem autorow, iz
AmB nie jest zdolna do kompleksowania ze zmodyfikowanymi sterolami, a w
konsekwencji kanaty nie sa formowane. Istnieja jednakze dowody eksperymentalne
swiadczace o wplywie sktadu srodowiska na profile wygaszania fluorescencji [43,44].
Zaobserwowano, ze w przypadku komoérek zawieszonych w soli fizjologicznej
przebiegi indukowane przez AmB maja charakter dwufazowy, podczas gdy w buforze
HEPES profil wygaszania fluorescencji jest monofazowy. Ponadto dla komorek
zwierzecych (K562) uzyskano monofazowe przebiegi, zardwno dla wysoce toksycznej
AmB jak i nietoksycznej pochodnej, MFAME, co wyraznie sugeruje, ze dwufazowy
profil wygaszania fluorescencji nie zawsze odzwierciedla tworzenie struktur
permeabilizujacych blong. Poza tym istnieje mozliwo$¢ penetracji antybiotyku do
wngtrza komoérki 1 jego internalizacji, o czym $wiadcza wyzsze warto$ci transferu
energii dla sondy DPH, ktéora w odréznieniu do TMA-DPH, wnika do glebszych
bardziej hydrofobowych obszarow btony komoérkowej i wiaze si¢ zarowno z blona
cytoplazmatyczna jak 1 wewnatrzkomorkowymi strukturami blonowymi [43.,44].
Wydaje si¢ zatem, ze metoda fluorescencyjna pozwala na oznaczenie wiazania
antybiotyku z blona, ale nie daje mozliwosci jednoznacznego wnioskowania o
konsekwencjach tego oddzialywania.

Na podstawie wczesniej przeprowadzonych badan stwierdzono, iz wigkszo$¢
szczepow wielolekoopornych zachowuje wrazliwo$¢ na zwiazki dzialajace na poziomie
btony komodrkowej, tacznie z amfoterycyna B [45], ale mechanizm tego zjawiska nie
zostal jak dotad wyjasniony. Poréwnawcze badania nad mechanizmem dziatania AmB i1
MFAME wykonane w Katedrze Technologii Lekow i1 Biochemii na szczepach S.
cerevisiae wrazliwym (JG436) i opornym (PS12-4) zawierajacym transporter Cdrlp
pozwolily stwierdzié, iz testowane antybiotyki indukuja w przypadku obu szczepow
stymulacje komorek, permeabilizacj¢ btony oraz efekt toksyczny [46]. Zasugerowano
na tej podstawie, ze zachowanie aktywnos$ci wobec szczepow MDR wynika z faktu, iz
AmB jak i1 jej pochodne nie sa prawdopodobnie substratami blonowych pomp

eksportujacych. Potwierdzenie tej hipotezy wymagato jednak przeprowadzenia
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dodatkowych badan na szczepach charakteryzujacych si¢ réznymi mechanizmami
opornosci 1 zawierajacych pompy btonowe o r6znej wymogach substratowych.

W oparciu o wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy stwierdzitam, iz mutanty
wielolekooporne S. cerevisiae wyposazone w pompy biatkowe dwoch rodzajow, ABC
(ADCDR2) oraz MFS (ADCaMDRI1) zachowuja podobna wrazliwo$¢ jak szczep
wyjsciowy (AD1234568) zard6wno w stosunku do AmB jak i pochodnych. Wskazuja na
to zarowno wyniki uzyskane w testach dlugiego (MIC, MFC) jak 1 krotkiego dzialania
(ruch protonéw H', wyptyw jonow potasu K, kinetyka wymiany H'/K"). Ponadto AmB
i pochodne wykazuja podobne powinowactwo w stosunku do bton komoérkowych
wszystkich badanych szczepow, niezaleznie od typu posiadanych przez nie pomp
eksportujacych, co stwierdzitam w oparciu o fluorescencyjna metod¢ transferu energii.
Powyzsze obserwacje wyraznie sugerowaty, iz AmB i pochodne prawdopodobnie nie sa
substratami transporteréw blonowych obu typoéw: ABC i MFS. Potwierdzeniem tego
przypuszczenia sa wyniki badan, w ktorych wykazatam brak wplywu glukozy jako
zrddta energii na przebieg wygaszania fluorescencji sondy TMA-DPH w komorkach
wszystkich testowanych szczepéw MDR, zarowno znajdujacych si¢ w fazie
stacjonarnej jak i metabolizujacych. W celu uzyskania dodatkowych dowodow
eksperymentalnych potwierdzajacych zaproponowana hipotez¢ przeprowadzitam
eksperymenty z komoérkami szczepdw wielolekoopornych znakowanych rodaming 6G.
Zalezny od energii eksport barwnika obserwowatam jedynie w przypadku mutanta
ADCDR2 wyposazonego w transporter bialkowy typu ABC. Brak kompetycji w
procesie transportu R6G zachodzacego za posrednictwem Cdr2p wskazuje, iz badane
antybiotyki nie sa substratami tego rodzaju pomp blonowych.

Ostatnio stwierdzono, iz adriamycyna stosowana w leczeniu choréb nowotworowych
wzmaga ekspresje genu CDRI, kodujacego transporter biatkowy typu ABC, i
zasugerowano ze moze to spowodowaé wzrost opornosci na AmB patogennych
szczepow grzybow, wywolujacych powazne schorzenia u pacjentow poddawanych
terapii przeciwnowotworowej [222]. Jednakze w $wietle prezentowanych w niniejszej
rozprawie wynikow wskazujacych, ze AmB 1 jej pochodne nie sa substratami
btonowych pomp eksportujacych, sugestia ta nie wydaje si¢ stuszna.

Znane sa dowody eksperymentalne, ktére wyraznie wskazuja, ze zdolno$¢ do interakcji
z transporterami blonowych silnie zalezy od rozmiardw molekularnych substratu [175].
Czynnik ten wydaje si¢ mie¢ krytyczne znaczenie niezaleznie od wymagan dotyczacych

hydrofobowosci. W przypadku transportera Pdr5p stwierdzono, ze minimalna objetos¢
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czasteczki substratu wynosi ok. 90 A z optimum w zakresie 200-225 A®. Dalszy wzrost
rozmiaréw czasteczki substratu wywiera niekorzystny wplyw na efektywnos¢ eksportu
pomp blonowych. W oparciu o metody obliczeniowe oszacowano objgto$¢ czasteczek
AmB, AMA i MFAME na réwne odpowiednio 985, 988 i 1178 A’ [223]. Objetosé
czasteczki MFAME jest wyraznie wigksza ze wzgledu na obecno$¢ duzego
podstawnika na grupie aminowej mykozaminy. Biorac pod uwage powyzsze
doniesienia mozna przypuszczaé, ze tego typu zwiazki nie spetniaja wymogow

sterycznych transporteréw MDR z uwagi na duze rozmiary czasteczek.

Selektywnosé permeabilizacyina wzgledem blon ergo- i cholesterolowych

Kolejny etap prowadzonych przeze mnie badan dotyczyl zagadnienia
powstawania i wydajnosci kanalow btonowych tworzonych przez wybrane pochodne
AmB. Badania te prowadzitam w ukladzie modelowym z zastosowaniem sztucznych
bton lipidowych. Pecherzyki lipidowe, juz od chwili odkrycia, sa powszechnie
wykorzystywane w badaniach wptywu antybiotykéw polienowych na przepuszczalnosé
btonowa. Wigkszo$¢ tych badan koncentruje si¢ na charakterystyce wlasciwosci
jonoforowych (jonoselektywnosci) makrolidéw polienowych. Niemniej jednak mimo
intensywnych wieloletnich studiow w tej dziedzinie struktury uszkodzen powstajacych
w blonie w wyniku dziatania AmB ciagle nie udalo si¢ wykaza¢ metodami
eksperymentalnymi, chociaz koncepcja takich struktur zostata zaproponowana w
oparciu o metody modelowania molekularnego [82]. Wyniki dos$wiadczen
prowadzonych na réznych rodzajach bton, o réznym sktadzie lipidowym i w réznych
warunkach nie sa do konca spojne. Prawdopodobnie powstaja kanaly o roznej
strukturze, wlasciwos$ciach i selektywnosci wzgledem migrujacych czasteczek. Nie jest
wiadomym czy selektywno$¢ kanalu ma zwiazek z selektywna toksycznoscia
antybiotyku.

Na podstawie prowadzonych wczesniej badan nad dziataniem polienéw na pecherzyki
lipidowe z wykorzystaniem metod *'P-NMR stwierdzono, ze aktywno$¢ jonoforow
takich jak makrolidy polienowe uzalezniona jest od wlasciwosci 1 stabilnosci
formowanego kanatu [57,224]. Permeabilizacja pg¢cherzykdéw wymaga zgromadzenia
si¢ wystarczajacej do uformowania kanatu liczby czasteczek antybiotyku na
powierzchni badz we wnetrzu pecherzykow lipidowych. Ze wzgledu na wysoka
ruchliwo$¢ jonu w kanale, obserwowane zmiany jego stezenia nie odzwierciedlaja

wlasciwie przepuszczalno$ci kanatu, ale raczej kinetyke¢ formowania kanatu.
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Uwalnianie kationu z pecherzykoéw zalezy od wzglednego tempa dwoch procesow:
1) tworzenia kanalu w wyniku akumulacji odpowiedniej ilosci czasteczek antybiotyku
w blonie badZ na jej powierzchni; 2) wymianie antybiotyku pomigdzy pgcherzykami.
Wyrdznia si¢ dwa skrajnie przypadki. Jezeli tempo formowania kanatu jest znacznie
szybsze anizeli wymiana antybiotyku pomiedzy pe¢cherzykami spadek gradientu pH
zachodzi wedlug mechanizmu ,,wszystko albo nic”. Wowczas koegzystuja dwie
populacje pecherzykow — tylko jedna cze$¢ jest spermeabilizowana w wyniku
uformowania kanatu i wykazuje pH zewngtrznego Ssrodowiska, podczas gdy pozostata
cze$¢ pecherzykow zachowuje pH poczatkowe. W przypadku, gdy wymiana
antybiotyku jest szybsza, mamy do czynienia z mechanizmem ,,progresywnym”,
zgodnie z ktérym wszystkie pgcherzyki ulegaja permeabilizacji jednoczesnie ale ,tracq”
gradient pH tylko czg$ciowo [224].

Na podstawie badan aktywnos$ci permeabilizacyjnej AmB i wybranych pochodnych
wzgledem pecherzykow ergo- 1 cholesterolowych przeprowadzonych w ramach
niniejszej rozprawy w oparciu o metod¢ fluorymetryczna trudno jednoznacznie
wnioskowa¢ o mechanizmie dzialania badanych zwiazkow. Wydaje si¢, ze AmB oraz
AMA, Ko, Kjo, Ki7, Kijo, Kjo, Kys dzialaja na pecherzyki obu typéw wedlug
mechanizmu ,,wszystko albo nic”. Natomiast mechanizm dziatania wysoko
selektywnych zwiazkow -MFAME 1 PAMB w stosunku do pecherzykow
cholesterolowych trudno jednoznacznie wyjasni¢. Niemniej jednak w przypadku tych
dwoch zwiazkéw mozna stwierdzié, ze natura procesu zwigkszania przepuszczalno$ci
bton zawierajacych cholesterol jest zdecydowanie odmienna. W odroznieniu od
pozostatych zwiazkéw, MFAME 1 PAMB, nawet dla najwyzszych st¢zen nie indukuja
catkowitego wyptywu potasu z pegcherzykdéw cholesterolowych. Przypuszczalnie
zwiazki te nie sa Ww stanie utworzy¢ efektywnych struktur kanatowych
permeabilizujacych tego typu btony a ich dziatanie w bardzo wysokich stezeniach

najprawdopodobniej ma charakter detergentowy.

Struktura roztworow wodnych AmB i pochodnych

Istnieja sugestie wielu autoréow, iz istotnym czynnikiem determinujacym
aktywnos$¢ biologiczna 1 selektywna toksycznos¢ AmB jak rowniez jej pochodnych jest
stan, w jakim antybiotyk wystgpuje w roztworze wodnym [26,41,76,101,131].
Wiadomo, ze agregacja AmB jak 1 jej pochodnych jest procesem ztozonym,

wieloetapowym, jednakze jak dotad dokladny mechanizm tego procesu nie zostat
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wyjasniony [38]. Koniecznym stato si¢ zatem przeprowadzenie precyzyjnych analiz
skladu roztworéw wodnych dla AmB, jako zwiazku referencyjnego, oraz wybranych
pochodnych (AMA, AMPA, Ko, Kio, Ki7, Ko, Ky, Kz1, PAMB), identyfikacja
tworzonych przez nie form zagregowanych i podjgcie proby skorelowania zawartosci
poszczego6lnych form z aktywnos$cia biologiczna.

Monitorowanie procesu agregacji oraz okreslenie stopnia agregacji badanych zwiazkow
prowadzitam w oparciu o spektroskopi¢ absorpcyjna UV-VIS. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzilam, iz widma absorpcyjne AmB oraz badanych
pochodnych zarejestrowane w $rodowiskach wodnych o réznym skladzie (woda, sol
fizjologiczna, PBS, Tris) sa zalezne od st¢zenia oraz nie wykazuja obecnosci punktow
izosbestycznych. Ta ostatnia obserwacja wskazuje, ze w badanych roztworach
wystepuja wigcej niz dwie formy spektralne.

Szczegdtowa analiza widm zostatla przeprowadzona przy uzyciu zaawansowanych
technik chemometrycznych. W celu identyfikacji liczby form spektralnych tworzonych
przez AmB 1 jej pochodne zastosowatam metodg gléwnych sktadowych — PCA (ang.
Principle Component Analysis). Klasyczna analiza warto$ci wlasnych nie przyniosta
jednak jednoznacznych rezultatéw. Dzigki starannej analizie widm resztowych
stwierdzitam wspotistnienie co najmniej 4 form spektralnych: monomeru (M) oraz 3
typow agregatow (X, Y, A) o rédznym stopniu agregacji i rdéznej rozpuszczalnosci.
Zastosowanie iteracyjnej procedury samouzgodnienia okreslanej mianem MCR-ALS
(ang. Multivariate Curve Resolution-Alternating Least Squares) pozwolito z kolei na
uzyskanie widm poszczegdlnych form spektralnych oraz okre§lenie zawartosci tych
form w roztworach o ré6znym sktadzie.

Uzyskane dzigki zastosowaniu metody MCR-ALS widmo formy
monomerycznej antybiotyku w §rodowisku wodnym jest bardzo podobne do widma w
metanolu 1 mieszaninie metanol/woda. Jedyna roznica polega na nieznacznym, o ok. 1
nm, przesuni¢ciu pasm absorpcyjnych w obszarze diugofalowym. Przesunigcie to
wynika najprawdopodobniej z roéznic w otoczeniu chromoforu: w roztworach
alkoholowych 1 alkoholowo-wodnych jest ono znaczaco mniej polarne niz w
roztworach wodnych.

Widma bazowe pozostatych 3 form spektralnych maja zupelnie odmienny charakter.
Brak w nich typowej dla monomeru struktury oscylacyjnej w obszarze dtugofalowym,
za to wszystkie posiadaja silne pasmo absorpcyjne w obszarze krotkofalowym.

Poszczegolne widma roznia si¢ przede wszystkim potozeniem maksimum tego pasma.
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Tego typu widma dla chromoforu polienowego interpretowane sa zazwyczaj jako
marker agregacji czasteczek. W powstajacym hydrofilowym agregacie zdecydowanie
hydrofobowe chromofory lokuja si¢ we wnetrzu agregatu. Bliskie sasiedztwo i
okreslona orientacja chromoforéw przejawia si¢ wiasnie zanikiem struktury
oscylacyjnej 1 przesunigciem maksimum absorpcji w kierunku krotszych fal.
Obserwowane roznice w polozeniu maksimum pasma absorpcji zdaja si¢ wskazywac,
ze AmB 1 jej pochodne zdolne sa do tworzenia w roztworach wodnych co najmniej 3
form zagregowanych o r6znej organizacji.
Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzitam, iz obecno$¢ oraz proporcje
poszczegOlnych form spektralnych uzaleznione sa przede wszystkim od rodzaju
pochodnej. Wydaje sig, iz istotny wplyw na przebieg procesu agregacji ma rowniez stan
jonowy czasteczki. Obserwacja ta potwierdza wyniki wcze$niejszych badan
dotyczacych zjawiska agregacji AmB i jej pochodnych [38]. W przypadku pochodnych
pierwszej generacji — amidow AMA, AMPA - obdarzonych w oboj¢tnym pH dwoma
elementarnymi fadunkami dodatnimi, charakterystyczny jest wysoki udzial monomeru a
jednoczesnie brak (AMA) badz wyrazna redukcja zawarto$ci  agregatu
wielkoczasteczkowego typu A, ktory wydaje si¢ by¢ ,zastgpowany” przez forme
posrednia X (AMPA). Z kolei w przypadku ,,zwitter-jonowych” N—aminoacylowych
pochodnych nowej generacji udzial agregatu A jest wyrazny, przy czym proporcje tej
formy i1 zakres wystgpowania sa zréznicowane w zaleznosci od struktury zwiazku.
Najwyzsza zawarto$¢ agregatu A stwierdzitam w przypadku pochodnych K;; i PAMB.
Obie te pochodne zawieraja w rejonie ,,glowy polarnej” podstawniki o charakterze
lipofilowym. Wsrdd calej serii badanych pochodnych zasadniczo trudno jest znalez¢
zwiazek wykazujacy duzy udzial agregatu posredniego typu Y. Obecno$¢ tej formy
stwierdza si¢ jedynie w przypadku K9 oraz PAMB. Przy czym dla PAMB zawarto$¢
formy Y notuje si¢ jedynie w zakresie niskich stgzen ogolnych antybiotyku.
Wydaje sig, ze w odréznieniu od doniesien dotyczacych MFAME [42], sktad
srodowiska wodnego (r6zne bufory, rézna sita jonowa) nie ma wplywu na widma form
spektralnych badanych pochodnych. Decyduje natomiast, podobnie jak typ pochodnej,
o stezeniu antybiotyku, przy ktorym poszczegdlne formy spektralne wystepuja w
przewadze.

Stgzenia poszczegodlnych form spektralnych uzyskane w oparciu o metode
numerycznej dekompozycji widm zostalty wykorzystane do konstrukcji modelu

agregacji. Na podstawie wczesniejszych prac dotyczacych proceséw agregacji AmB
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[38] stwierdzono, ze st¢zenie monomeru nie ros$nie nieograniczenie, ale przyjmuje
pewna graniczng warto$¢, ktora okreslono mianem MMC. Zaproponowano
wystgpowanie agregacji o charakterze nieograniczonym. W pierwszym etapie agregacji
dochodzi do taczenia amfipatycznych monomeréw do hydrofilowych dimerow. W
kolejnych etapach dimery oddziatuja ze soba tworzac coraz wigksze agregaty. Wzrost
agregatoOw na drodze inkorporacji monomerdw jest mniej prawdopodobny z uwagi na
to, iz w tym przypadku lipofilowa czg§¢ czasteczki musiataby pokona¢ hydrofilowa
powierzchnig agregatu. W niniejszej rozprawie przyjeto model wieloetapowej agregacji
nieograniczonej [38]. Wartosci statych dimeryzacji Kd oraz agregacji Ka wyznaczatam
z iteracyjnego dopasowania réwnan modelu do danych doswiadczalnych metoda
algorytmu Simplex w wersji Neldera-Meada. Zaobserwowalam wystgpowanie
charakterystycznej zalezno$ci pomigdzy wartoSciami stalych dimeryzacji 1 statych
agregacji w poszczegélnych typach agregatéw. Za wyjatkiem AMA oraz Ko, agregat,
ktorego udzial wzrasta nieograniczenie wraz ze wzrostem st¢zenia roztworu (A dla
AmB, AMPA, Ko, Ko, K7, Ky 1 Ky1; X dla AMA; Y dla K,9) charakteryzuje si¢ duzo
wigksza stala agregacji w poréwnaniu do statej dimeryzacji. W przypadku agregatow
»posrednich” relacja ta nie jest tak wyrazna, a dla AMPA jest ona nawet odwrotna.

Aktywno$¢ AmB w stosunku do komorek zwierzecych przypisuje sig
rozpuszczalnym oligomerom podczas gdy monomery oraz nierozpuszczalne agregaty
uznawane sa za formy nietoksyczne [26,76,101]. Stwierdzono, ze forma monomeryczna
antybiotyku wykazuje znacznie wyzsza selektywnos¢ w porownaniu do agregatow
rozpuszczalnych. Postuluje si¢, ze monomery nie sa zdolne do formowania kanalow w
btonach zawierajacych cholesterol. W przeciwienstwie do tego, rozpuszczalne agregaty
posiadaja aktywnos$¢ zarowno w stosunku do bton ergo- jak i cholesterolowych.

Wydaje sig, ze istotne znaczenie w zjawisku selektywnej toksyczno$ci ma nie
tyle sam stopien agregacji, co organizacja form zagregowanych. Wykazano wcze$niej
[38], ze zmiany stanu jonowego czasteczki wptywaja nie tylko na przebieg agregacji i
rozpuszczalno$¢ agregatow, ale rowniez na widma samych agregatow. Sita napgdowa
procesu agregacji jest ,,izolacja” hydrofobowego chromoforu polienowego od kontaktu
ze S$rodowiskiem wodnym, dlatego postuluje sig, ze nawet niewielkie zmiany w
strukturze agregatow powinny znalez¢ swoje odzwierciedlenie w potozeniu i
intensywno$ci pasm absorpcyjnych. Stwierdzono na przyklad [38], Ze potozenie
maksimum krotkofalowego w widmie agregatow zalezy od stanu jonowego czasteczki.

Agregaty AmB w stanie jonu obojnaczego wykazuja maksimum przy ok. 346 nm,
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agregaty estru metylowego AmB lub agregaty AmB w silnie kwasnym $rodowisku
(czasteczka obdarzona tadunkiem dodatnim) posiadaja maksimum przy ok. 334 nm, a
czasteczki o tadunku ujemnym (AmB w $rodowisku alkalicznym lub N-acetylo-
amfoterycyna B) przy ok. 327 nm. Jest charakterystyczne, ze ww. polozenia
krétkofalowego maksimum absorpcji odpowiadaja roznym typom agregatéw wykrytym
dzigki numerycznej dekompozycji widm: agregat typu A — 346 nm, typu X — 334 nm,
typu Y — 328 nm. Obserwacja to stwarza podstawy do pewnych sugestii dotyczacych
przyczyn powstawania réoznych form agregatow.

Uznaje si¢ powszechnie, ze jedna z cech spektroskopowych zagregowanych form
AmB jest wystegpowanie w ich widmach CD silnego dubletu ekscytonicznego przy ok.
340 nm [100,225,226]. W widmach tych obserwuje si¢ réwniez charakterystyczna
strukturg oscylacyjna w dtugofalowej czgsci widma z charakterystycznym pasmem przy
ok. 420 nm. Widmo to przypisywane jest wielkoczasteczkowym agregatom AmB —
agregaty typu A. Na podstawie réznic zaobserwowanych w widmach CD MFAME w
poréwnaniu z widmami AmB zasugerowano [41], ze w roztworach wodnych tej
pochodnej formowane sa agregaty o odmiennej geometrii. Przypuszcza sig, ze ten
wlasnie czynnik moze by¢ odpowiedzialny za radykalne obnizenie toksycznosci
MFAME.

Rozwazajac wplyw stanu antybiotyku w roztworze na jego aktywno$¢ biologiczna
przyjmuje si¢ zwykle, Ze nierozpuszczalne agregaty o duzym stopniu asocjacji nie maja
wptywu na aktywnos¢. Zalozenie to nie zawsze musi by¢ prawdziwe. Stwierdzono [41],
Ze W miar¢ wigzania si¢ z blona form rozpuszczalnych agregaty nierozpuszczalne moga
ulega¢ dysocjacji 1 tworzy¢ rozpuszczalne formy aktywne. Tym samym nie mozna
bezposrednio przenosi¢ wynikéw uzyskanych w modelowych roztworach wodnych na
sytuacj¢ istniejaca w zawiesinie komorek nawet, jezeli podtoze ptynne nie zawiera
sktadnikow mogacych sorbowac antybiotyk. Sama obecnos¢ komoérek lub pecherzykow
lipidowych moze mie¢ wptyw na zawarto$¢ poszczegolnych form antybiotyku. Nie bez
znaczenia pozostaje roéwniez wptyw wielkoczasteczkowych sktadnikow osocza krwi na
stan antybiotyku. Na podstawie szeregu badan przeprowadzonych w warunkach in vitro
jak 1 in vivo wykazano bowiem, ze AmB przejawia zdolno$¢ do wigzania si¢ z biatkami
surowicy ludzkiej, gldéwnie z albuming (HSA) oraz kwasna a; — glikoproteing (AAG)
[63,211,227,228]. Uwaza sig, ze tego typu oddziatywania maja istotne znaczenie dla
efektywnosci terapeutycznej lekéw. Przypuszcza sig, iz w przypadku AmB proteiny

surowicy ludzkiej petnia role mediatora pomig¢dzy stanem agregacji antybiotyku a jego
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toksyczno$cia. Wptyw bialek surowicy na stopien agregacji AmB, nie zostat jednak jak
dotad w petni wyjasniony. Wyniki licznych badan wskazuja na istnienie specyficznych
oddziatywan amfifil-biatko, ktére to interakcje wspolzawodnicza z procesem agregacji
zwiazkéw o charakterze amfifilowym [229]. Brajtburg i wspoétaut. [63] wykazali, ze
AmB wiaze si¢ silnie z biatkami surowicy, lacznie z albuminami, co prowadzi w
efekcie do redukcji toksycznosci antybiotyku. Brezis i1 wspotaut. [227] z kolei
zaobserwowali wyrazne obnizenie toksycznosci AmB w warunkach zaroéwno in vitro
jak 1 in vivo, w przypadku gdy antybiotyk administrowany jest razem z albuminami.
Wedhlug koncepcji Armawit’a i wspotaut. [212] efekty te sa wynikiem formowania
przez HSA niekonwalencyjnych kompleksow z AmB, co prowadzi w rezultacie do
zwigkszenia krytycznego stgzenie agregacji antybiotyku (CAC, ang. critical
aggregation concentration), jak réwniez redukcji stopnia agregacji (rozmiaru
agregatOw) oraz wzrostu rozpuszczalno$ci leku. Biorac pod uwage powyzsze
doniesienia w ramach niniejszej rozprawy podjetam probe okreslenia wptywu, jaki
wywiera albumina na stan AmB oraz dwoch wybranych pochodnych: AMA i PAMB.
Jak zaobserwowalam, w obecno$ci HSA dochodzi do obnizenia najintensywniejszego
pasma widma AmB w obszarze krotkofalowym, identyfikowanego z forma agregatu
posredniego typu X, co sugeruje redukcje zawartosci formy zagregowanej w wyniku
dysocjacji do formy monomerycznej. W ten sposob albumina moze sta¢ sig
specyficznym ,,no$nikiem” zdeagregowanej i postulowanej jako nietoksyczna formy
AmB. Formowanie komplekséw HSA z antybiotykiem w formie monomerycznej jest
tym bardziej prawdopodobne, ze metodami powierzchniowo wzmacnianej
spektroskopii Ramana (SERS - Surface Enhanced Raman Spectroscopy) nie
stwierdzono wystgpowania w fazie wodnej ,,wolnych” monomeréw w obecnos$ci
surowicy ludzkiej [213]. W przypadku pochodnych AmB zmiany przebiegu widm w
wyniku oddziatywania z HSA sa bardzo podobne pod wzgledem jakosciowym jak te
obserwowane dla antybiotyku wyjsciowego. Niemniej jednak dla PAMB wydaje sig, ze
kompleksowanie z albuming jest utrudnione z uwagi na wysoka zawarto$¢ form
zagregowanych notowana dla tej pochodne;.

W oparciu o wyniki licznych badan przeprowadzonych zaréwno w warunkach in
vitro jak 1 in vivo stwierdzono wcze$niej, ze AmB przejawia duza zdolno$¢ do wigzania
si¢ nie tylko albuming ale réwniez z lipoproteinami krwi [63,228,230]. Jednym z
czynnikow odpowiedzialnych za stopien tych oddziatywan jest stosunek molowy

cholesterol-fosfolipidy. Brajtburg 1 wspdtaut. [63] wykazali, ze AmB wiaze sig silniej z
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lipoproteinami o matej (LDL) 1 bardzo matej gestosci (VLDL), anizeli z lipoproteinami
o duzej gestosci (HDL). Stwierdzono, ze formowanie kompleksow z lipoproteinami nie
wywiera wptywu na aktywno$¢ antybiotyku wobec zawierajacych ergosterol komorek
grzybowych, ale moze modulowac¢ jego dziatanie w stosunku do komdrek zwierzecych,
w ktorych btonach wystgpuje cholesterol. Obserwacje te zostaly poparte wynikami
badan Barwicz 1 wspotaut. [211]. Zasugerowali oni, ze prawdopodobnie za wysoka
nefrotoksyczno§¢ AmB obserwowana w warunkach in vivo odpowiedzialne jest
kompleksowanie antybiotyku z liporoteinami typu LDL. Rozwaza si¢ hipotezg, iz AmB
po zwiazaniu z lipoproteinami zmienia ich metabolizm prowadzac do powstania
metabolitow wykazujacych zdolno$¢ do wazokonstrykcji (zwezenia $wiatta naczyn
krwiono$nych), uwazanej za jedno z mozliwych glownych zrodet toksyczno$ci
antybiotyku [231]. W zwiazku z powyzszymi doniesieniami, koniecznym stato si¢
okreslenie ,,zachowania” AmB i pochodnych nie tylko w obecno$ci czystej albuminy,
ale réwniez pelnej surowicy ludzkiej. W tych warunkach zaobserwowatam
zdecydowane roznice w przebiegu rejestrowanych widm dla AmB i AMA w
zestawieniu z wynikami uzyskanymi dla PAMB. Ot6z w odroznieniu od AmB 1 AMA,
nie stwierdza si¢ dla tej pochodnej znaczacego rozpadu form zagregowanych, co
sugerowatoby, ze w ustroju prawdopodobnie rezerwuarem PAMB nie sa kompleksy z
biatkami osocza i lipoproteinami.

W S$wietle przedstawionych w niniejszej pracy wynikow, PAMB wydaje si¢
najciekawszym wsrdd serii testowanych zwiazkow, z punktu widzenia wiasciwosci
zarOwno natury biologicznej jak i1 fizykochemicznej. Zwiazek ten charakteryzuje sig
wysoka selektywno$cia dzialania, indukujac permeabilizacje krwinek czerwonych
dopiero w stgzeniach ponad 100-krotnie wyzszych anizeli antybiotyk wyjsciowy.
Wydaje sig, ze natura mechanizmu dzialania tego zwiazku w stosunku do erytrocytow
jest odmienna anizeli w przypadku antybiotyku wyjsciowego. AmB dziatajac na
krwinki powoduje liz¢ koloidoosmotyczna, bedaca wynikiem ruchu jonéw zgodnie z
gradientem ich stgzen, przy czym zmiany powstale w blonie nie powoduja jej
niespecyficznej destrukcji a zwiazek jedynie w niewielkim stopniu wptywa na jej
trwalo§¢ mechaniczna. Na podstawie wynikow uzyskanych dla PAMB, mozna
przypuszczaé, iz ten powszechnie uznawany dla AmB mechanizm hemolizy nie
wystgpuje w tym przypadku a zwigkszanie przepuszczalno$ci blony erytrocytow w
duzych stgzeniach zwiazku zachodzi na innej drodze. Wszystkie makrolidy polienowe

jako zwiazki amfipatyczne wykazuja w duzych st¢zeniach dziatanie detergentowe.
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Biorac pod uwage wymieniane i omawiane w poprzednich rozdziatach niniejszej
rozprawy czynniki o istotnym znaczeniu dla selektywnej toksycznosci AmB, jak
réznicowe powinowactwo do ergosterolu i cholesterolu, oraz wystgpowanie antybiotyku
w formie monomerycznej w roztworach wodnych, nie mozna wythumaczy¢ istoty
korzystnych wtasciwosci pochodnej - PAMB. W przypadku tego zwiazku nawet przy
najnizszych stgzeniach, stwierdza si¢ obecnos¢ form zagregowanych, przy czym wydaje
sie, ze agregaty PAMB wykazuja wyjatkowa trwatos¢. Swiadczy o tym przede
wszystkim fakt, iz w mieszaninie roztwor wodny:metanol w stosunku objgtosciowym
1:1 zwiazek ten, w przeciwienstwie do wszystkich pozostatych pochodnych, nie
wystepuje w formie monomerycznej (dane nieprzedstawione). Monomeryzacjg
antybiotyku osiaga si¢ dopiero po zastosowaniu uktadu 1:8 (dla wysokich stgzen) badz
1:4 (dla niskich stezen). Jak wykazatam PAMB zachowuje si¢ ,,nietypowo” roOwniez w
obecnosci surowicy ludzkiej. Jego oddzialywanie z lipoproteinami surowicy jest na tyle
stabe, ze w badanych warunkach wigkszo$¢ antybiotyku pozostaje w formie
zagregowanej A.

Podsumowujac wyniki tych prac mozna stwierdzi¢, iz postulowana przez wielu
autorow hipoteza o istotno$ci zmian struktury roztworéw wodnych antybiotyku (formy
monomeryczne 1 zagregowane) w zjawisku selektywnej toksycznosci wydaje si¢ by¢
stuszna jedynie dla niskoselektywnego antybiotyku wyjSciowego i ewentualnie jego
niskoselektywnych pochodnych 1 generacji. Nie ma ona jednakze charakteru
generalnego i nie mozna w jej oparciu thumaczy¢ istoty selektywnego dziatania
zawadzonych przestrzennie wysokoselektywnych, niskotoksycznych pochodnych AmB.
Pochodne takie wykazuja wprawdzie pewien wzrost udzialu uznawanej jako
nietoksycznej formy monomerycznej antybiotyku, niemniej jednak, jak stwierdzilam,
stezenia poszczegdlnych form spektralnych w $rodowiskach wodnych o réznym
sktadzie zmieniaja si¢ dramatycznie i trudno w zasadzie moéwi¢ o wyraznej relacji
pomigdzy struktura roztworu a efektem biologicznym dzialania tychze zwiazkow.
Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy wydaja si¢ wskazywac, na to ze
prawdopodobnie w zjawisku selektywnej toksycznosci kluczowe znaczenie odgrywaja
przede wszystkim réznice w zdolnosci do tworzenia kanatow niezaleznej od zdolnosci
kompleksowania si¢ ze sterolami w komdrkach zawierajacych w btonach odpowiednio
ergo- 1 cholesterol. Przypuszczenie to potwierdzaja eksperymenty z udzialem

pecherzykow lipidowych, w ktorych to zaobserwowatam istnienie zasadniczych roznic
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w tempie oraz wydajnosSci permeabilizacji indukowanej przez badane pochodne w
zalezno$ci od sktadu sterolowego.
Konkluzja

Selektywno$¢ dziatania (selektywna toksyczno$¢) oraz aktywno$¢ wzgledem
szczepow opornych sa szczegolnie trudnymi do rozwiazania, waznymi problemami w
projektowaniu nowych chemoterapeutykéw przeciwgrzybowych. Nowe, zawierajace
zawadg przestrzenna N-podstawione pochodne antybiotyku polienowego amfoterycyny
B (AmB) zdaja si¢ przybliza¢ nas do pomyslnego rozwiazania tych problemow.
Przeprowadzone przeze mnie badania pozwolily na poznanie istoty korzystnych
wlasciwosci tej grupy zwiazkow, dajac racjonalne podstawy dla ukierunkowanych
dalszych modyfikacji tego antybiotyku. Kluczowe wnioski wynikajace z mojej pracy sa
nastgpujace:

» mutanty drozdzakéw z defektem biosyntezy ergosterolu (opornos$¢ specyficzna)
zachowuja wrazliwo$¢ na badane zwiazki, jest ona jednak kilkakrotnie mniejsza,
za$ mechanizm ich dziatania polega gléwnie na niespecyficznej dezintegracji
btony, a nie na tworzeniu specyficznych kanatow btonowych

» badane zwiazki zachowuja pelna aktywnos$¢ wzgledem szczepdw z opornoscia
wielolekowa zawierajacych pompy eksportujace zarowno z nadrodzin ABC jak i
MFS. Natura tej wrazliwo$ci polega na tym, ze zwiazki te nie sa substratami
tych pomp ze wzgledu na ich duze objgtosci czasteczkowe.

» zbadanie licznej grupy pochodnych AmB o radykalnie zwigkszonej selektywne;j
toksyczno$ci ugruntowuje tez¢ o istotnosci zawady przestrzennej w N-
podstawionych pochodnych dla uzyskiwania zwiazkow o niskiej toksycznosci

» wysoka selektywna toksyczno$¢ zawadzonych przestrzennie pochodnych AmB
nie jest wynikiem réznicowego powinowactwa zwiazkéw zaréwno do btony
cytoplazmatycznej jak 1 steroli btonowych, ani tez nie jest warunkowana
monomeryzacja pochodnych w roztworach wodnych. Stwierdzenie to zaprzecza
powszechnym w literaturze tezom o naturze selektywnej toksycznosci AmB i jej
pochodnych.

» nietoksyczne pochodne AmB dzialaja w oparciu o nowy mechanizm
selektywnej toksycznosci, w ktérym kluczowe znaczenie odgrywaja réznice w
zdolno$ci do tworzenia letalnych kanaléw btonowych niezalezne od zdolnos$ci
do kompleksowania si¢ ze sterolami w komorkach zawierajacych ergo- i

cholesterol.
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