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Wykaz stosowanych skrotow:

AIDS — zesp6t nabytego uposledzenia odpornosci (ang. aquired immunodeficiency syndrome)
AmB - amfoterycyna B (ang. amphotericin B)
AmE - ester metylowy amfoterycyny (ang. amphotericin B methyl ester)
CD - dichroizm kotowy (ang. circular dichroism)
CUN, OUN - centralny (oSrodkowy) uktad nerwowy
DLC - kanat podwdjny (ang. double-length channel)
DMPC - 1,2-dimirystoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
(ang. 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
DMSO - dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)
DPPC - 1,2-dipalmitoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
(ang. 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
GUYV - olbrzymie jednowarstwowe pecherzyki lipidowe (ang. giant unilamellar vesicles)
MFAmME - ester metylowy N-metylo-N-D-fruktopiranozylo-amfoterycyny B
(ang. N-methyl-N-D-fructosyl amphotericin B methyl ester)
MD - dynamika molekularna (ang. molecular dynamics)
MDR - opornos¢ wielolekowa (ang. multidrug resistance)
MIC — minimalne stgzenie zwiazku powodujace zahamowanie wzrostu drobnoustrojéow
(ang. minimal inhibitory concentration)
PAmE — ester metylowy N-(1-piperydynopropionylo)-amfoterycyny B
(ang. N-(I-piperidinepropionyl) amphotericin B methyl ester)
PES — powierzchnia energii potencjalnej (ang. potential energy surface)
POPC - 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina
(ang. I-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine)
SLC - kanat pojedynczy (ang. single-length channel)

SASA - powierzchnia dostgpna dla rozpuszczalnika (ang. solvent accessible surface area)
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Streszczenie

Pomimo intensywnego rozwoju medycyny, cigzkie zakazenia grzybicze sa wciaz duzym
problemem w terapii, zwlaszcza u oséb z uposledzona odpornoscia. Jednym z kluczowych
lekéw stosowanych w lecznictwie grzybic uktadowych jest amfoterycyna B — antybiotyk
z grupy makrolidéw polienowych. Lek ten posiada duzo pozadanych wiasciwosci, jak zdolno§¢
przenikania bariery krew-mézg czy brak indukowania opornosci. Niestety wywotuje tez wiele
reakcji ubocznych. Pomimo istnienia amfoterycyny B na rynku farmaceutycznym od ponad
szeSédziesigciu lat, doktadny mechanizm jej dziatania jest zbyt stabo znany, zeby zaproponowac
racjonalne modyfikacje struktury. Obszar tematyczny niniejszej pracy doktorskiej obejmuje
analiz¢ pierwszych etapéw dziatania amfoterycyny B na poziomie molekularnym.

Przeprowadzone w ramach badari symulacje procesu wnikania czasteczki amfoterycyny
B do wnetrza blony komoérkowej wykazaly, ze proces wnikania leku jest korzystny
termodynamicznie i w minimalnym stopniu zalezy od rodzaju blony komérkowej. Blony
zawierajace sterole (30% mol cholesterolu i 30% mol ergosterolu) stabilizuja utozenie leku
na poziomie jednej z dwuwarstw btony pozwalajac na korzystne oddziatywania pomigedzy
makrolidem a niepolarnym wnetrzem btony. Dodatkowo blony zawierajace sterole faworyzuja
utozenie czasteczek leku prostopadle do ptaszczyzny btony komérkowej, co moze wptywaé na
tworzenie si¢ i stabilno$¢ kanatéw transbtonowych.

Analiza kinetyki i termodynamiki dimeryzacji amfoterycyny B w $rodowisku wodnym
wykazata, ze dimery przyjmuja zar6wno orientacje rownolegla (52%), jak 1 antyrownolegla
(47%) z niemal identycznym prawdopodobieistwem, co odzwierciedla brak preferencji dla
ktorejkolwiek orientacji. Ustalono takze, ze stala szybkosci dimeryzacji wynosi ok. k,; = 5-10%
M~ s~ Dimeryzacja jest gléwnie napedzana przez oddziatywania hydrofobowe, natomiast na
przebieg reakcji nie ma wptywu obecno$¢ grup zjonizowanych (karboksylowej i aminowej).

Dzigki zastosowaniu dynamiki molekularnej mozliwa byla ostatecznie interpretacja
wynikéw uzyskanych technika spektroskopii fluorescencyjnej dotyczacych wnikania
czasteczek amfoterycyny B do wnetrza liposoméw ztozonych z r6znych rodzajow fosfolipidow
(DPPC, DMPC, POPC). Ustalono, ze wigksze oligomery jak np. tetramery znajdujace si¢
wewnatrz dwuwarstwy lipidowej sa stabilizowane przez sterole, ktére sa takze odpowiedzialne

za zmiang organizacji oligomeréw we wngtrzu btony.



Abstract

Despite the intensive development of medicine, severe fungal infections still remain a
pressing problem in the therapy of mycoses, especially for people with impaired immunity. One
of the drugs used in systemic antifungal therapy is amphotericin B — a prominent polyene
macrolide antibiotic. This drug has many unique properties, such as the ability to penetrate the
blood-brain barrier or the very low resistance induction rates. Unfortunately, it also causes many
adverse reactions. Despite its 60-years presence on the pharmaceutical market, the mechanism
of action of amphotericin B is still insufficiently known to propose reasonable changes in its
structure. The scope of the doctoral thesis covers the initial steps in the mechanism of action of
amphotericin B on the molecular level.

Molecular dynamics simulations of the process of penetration of the amphotericin B
molecule into the cell membrane have shown that drug penetration is thermodynamically
favourable and minimally depends on cell membrane composition. Membranes containing
sterols (30 mol % cholesterol and 30 mol % ergosterol) stabilize the drug alignment at one
of the membrane bilayers, allowing for favorable interactions between the macrolide and the
non-polar interior of the membrane. Nevertheless, sterol-rich membranes (30% cholesterol and
ergosterol) induce a perpendicular alignment of the antibiotic molecules relative to the cell
membrane plane, which can affect the formation and stability of transmembrane channels.

Analysis of kinetic and thermodynamic properties of amphotericin B dimerization in
an aqueous environment showed that dimers exist in both parallel (52%) and antiparallel
(47%) orientations with almost identical probabilities — reflecting the lack of preference for
either orientation. The dimerization rate constant was also calculated as about k,; = 5-108
M~1s~1. Dimerization is mainly hydrophobically driven, while the reaction is not affected by
the presence of ionized (carboxyl and amino) groups.

By using molecular dynamics, it was finally possible to interpret the results obtained by
fluorescence spectroscopy on the penetration of amphotericin B molecules into liposomes
composed of various types of phospholipids (DPPC, DMPC, POPC). It was established that
larger oligomers, such as tetramers inside the lipid bilayer, are stabilized by sterols, which are

also responsible for reorganizing the oligomers inside the membrane.



1. Dzialanie amfoterycyny B

1.1. Wprowadzenie

Pomimo intensywnego rozwoju medycyny w ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat, problem
grzybic ukladowych wydaje si¢ wciaz nieprzedawniony. Wiaze si¢ to z rosnaca iloScia
zakazen, a przede wszystkim z coraz wigksza liczba oséb o obnizonej odpornosci lub
nieprawidtowosciach w dzialaniu uktadu immunologicznego [1]. Paradoksalnie ma na to tez
wplyw sam rozwdj medycyny, ktéry wraz z wprowadzeniem do lecznictwa wigkszej ilosci
antybiotykéw o szerokim spektrum dziatania, wynikajacy zaréwno z nowych rodzajéw, jak i
czgstszej antybiotykoterapii, powoduje, ze coraz czgsciej mozna spotykac si¢ ze zjawiskiem
powstawania opornosci wielolekowej (MDR) u grzybéw. Niestety, u pacjentéw z obnizona
opornosScia wigkszo$¢ ogélnouktadowych zakazen grzybiczych konczy si¢ Smiertelnie — szacuje
si¢, ze r6znego rodzaju grzybice uktadowe sa powodem Smierci ok. 50% pacjentéw chorych na

AIDS i ok. 70% zakazonych pacjentéw z powiklaniami pooperacyjnymi [2].

1.2. Leki przeciwgrzybicze stosowane w leczeniu grzybic ukladowych

Leczenie grzybic powierzchniowych (tj. skory, paznokci i wloséw) jest wysoce efektywne,
natomiast medycyna wciaz boryka si¢ z problemem nieskutecznego leczenia grzybic

uktadowych [3]. Aktualnie dostgpne leki mozna zakwalifikowaé do 4 réznych klas [2]:

1. Azole

2. Analogi nukleozydowe
3. Kandyny

4. Polieny

Leki nalezace do rodziny azoli, czyli N-podstawione pochodne imidazolu i triazolu,
zostaty wprowadzone do lecznictwa w latach 80. Ich dzialanie polega na blokowaniu syntezy
ergosterolu w btonie komorkowej poprzez hamowanie demetylazy 1,4-a-lanosterolu zalezne;j
od cytochromu P450. Powoduje to gromadzenie si¢ w komorce prekursorow ergosterolu,
takich jak lanosterol, 1,4-dwumetylolanosterol i 2,4-metylenodwuhydrolanosterol. Zazwyczaj

azole sa lekami pierwszego rzutu przy infekcjach grzybiczych, poniewaz sa dos¢ dobrze
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tolerowane przez pacjentéw. Do tej rodziny naleza m.in.: ketokonazol z grupy dwuazoli oraz
flukonazol (Rysunek 1A), itrakonazol, worykonazol, posakonazol i rawukonazol nalezace
do grupy tréjazoli — zwiazkéw heterocykliczych posiadajacych w pierScieniu azolowym 3
atomy azotu [4]. Azole, ze wzglgdu na powinowactwo do cytochromu P450 metabolizujacego
ksenobiotyki 1 bioracego udziat w biotransformacji zwiazkéw endogennych, nie sq pozbawione
negatywnego wplywu na komfort leczenia pacjenta; ponadto wchodza w interakcje z innymi
rownoczesnie stosowanymi lekami. Zdecydowanie najwigksza wada azoli jest czgste pojawianie
sig wtornej opornosci podczas ich stosowania [5]. Najczgsciej stosuje si¢ je w leczeniu zakazen

drozdzakami z rodzaju C'andida (kandydoz).

Rysunek 1. Wybrane leki stosowane w leczeniu grzybic uktadowych: A) flukonazol,

B) 5-fluorocytozyna, C) kaspofungina oraz D) nystatyna.

Kolejng grupa lekéw przeciwgrzybiczych sa analogi nukleozydowe, w sktad ktorych
wchodzi 5-fluorocytozyna (Rysunek 1B). Lek ten zostaje przeksztalcony przez deaminaze
cytozynowa do fluorouracylu, co skutkuje zablokowaniem syntezy kwaséw nukleinowych
oraz inhibicja niektérych enzymoéw. S-fluorocytozyna jest dobrze tolerowana przez pacjentow,
niestety odznacza si¢ bardzo duza tendencja do indukowania opornosci, dlatego na ogét nie
jest stosowana jako jedyny lek podczas leczenia. Standardowo jest podawana réwnolegle z
amfoterycyna B, co zwigksza skutecznos¢ terapii przeciwgrzybiczej [6].

Najmtodsza grupa lekéw przeciwgrzybiczych sa kandyny [7]. Naleza do niej
m.in. kaspofungina (Rysunek 1C), mikafungina oraz anidulafungina. Mechanizm dziatania
kandyn opiera si¢ na upoSledzeniu funkcji syntazy (-1,3-glukanowej (ktérej pozbawione sa
komoérki ssakéw). W efekcie w komoérce grzyba nie jest produkowany glukan, bez ktérego

$ciana komoérkowa traci swoja integralnos¢. Unikalny mechanizm dzialania kandyn sprawia,
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ze s stosunkowo bezpieczne w stosowaniu. Sg lekami z wyboru w leczeniu kandydoz oraz
aspergilozy, zwlaszcza po uprzednich niepowodzeniach z wykorzystaniem azoli. Pomimo
dos¢ szerokiego spektrum dzialania, leki te nie sa skuteczne w leczeniu zakazen grzybami
plesniowymi z rodzaju Fusarium, Zygomycetes oraz drozdzakéw z gatunku T'richosporium
beigelli. Nikla aktywno$¢ wykazuja takze wobec Mucor oraz Cryptococcus [8]. Ponadto
kandyny nie sa w stanie peneterowac bariery krew-mdzg, przez co nie znajduja zastosowania
w leczeniu grzybic osrodkowego uktadu nerwowego. Pomimo wymienionych wad, duze
bezpieczenstwo ich stosowania oraz wysoka selektywno$¢ sprawiaja, ze sa to jedne z
najbardziej obiecujacych lekow w terapii grzybic uktadowych.

Ostatnig grupa lekéw, a zarazem najstarsza z nich, sa polieny makrolidowe, do
ktérych naleza m.in. amfoterycyna B, natamycyna oraz nystatyna (Rysunek 1D). Mechanizm
dzialania tych antybiotykow polega na selektywnym oddziatywaniu z ergosterolem 1
zwigkszeniu przepuszczalnoSci btony komoérkowej grzybow [9]. Efektem jest zaburzenie
homeostazy wnetrza komérki (m.in. wyptyw jonéw potasu) powodujace nastgpnie lizg i jej
Smieré. Dowiedziono takze, ze makrolidy sa w stanie aktywowal wytwarzanie cytokin i
innych czynnikéw prozapalnych, jak np. TNFa czy IL-15 [10, 11]. Makrolidy polienowe, a
zwlaszcza amfoterycyna B, maja najszersze spektrum dzialania, obejmujace nie tylko grzyby
i drozdzaki, ale takze niektére gatunki bakterii i pierwotniakéw [9]. Mimo ze jest to najdtuze;j
istniejaca na rynku grupa lekéw, do tej pory nie udato si¢ wprowadzi¢ nowych pochodnych o
satysfakcjonujacych wtasciwosciach. Duza przeszkoda jest brak wyczerpujacej wiedzy na temat

mechanizmu ich selektywnosci.

1.3. Charakterystyka amfoterycyny B

Amfoterycyna B nalezy do grupy makrolidéw polienowych o dziataniu
przeciwgrzybiczym. Zostala wyizolowana z bakterii Streptomyces nodosus znalezionych
w dorzeczu rzeki Orinoco w Wenezueli [12]. Jej wzér chemiczny to Cy47H73NO;7, a masa
molowa wynosi 924,1 g/mol. Struktura chemiczna tego zwiazku zostala ustalona na przetomie
lat 60. 1 70. ubieglego wieku [13], natomiast peten model struktury uwzgledniajacy konfiguracje
absolutng centréw stereogenicznych zostat zweryfikowany przy uzyciu techniki rentgenografii
strukturalnej pochodnej amfoterycyny B — N-jodoacetyloamfoterycyny B w 1971 roku [14]. W
1959 roku miato miejsce pierwsze uzycie tego leku w terapii kliniczne;j.

Podstawowym elementem budowy amfoterycyny B jest duzy, 38-cztonowy
makrocykliczny pierScien laktonowy potaczony wigzaniem [-glikozydowym z reszty
aminocukru — mykozaming D — poprzez wegiel C19. Makrolakton charakteryzuje budowa
amfipatyczna: atomy wegla C20-C33 sa potaczone szeregiem wigzan podwdjnych w

konformacji all-trans tworzac cz¢$¢ hydrofobowa (polien), podczas gdy po przeciwnej stronie
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makrolaktonu wystgpuje odznaczajacy si¢ wigksza elastycznoscia fragment polihydroksylowy
— poliol (atomy C3, C5, C8, C9, C11, C13). Dodatkowo, w strukturze wystgpuje 6-cztonowy
hemiketal faczacy atomy wegla C13 1 C17 (Rysunek 2).

Rysunek 2. Struktura chemiczna amfoterycyny B.

Oprécz wilasciwosci amfipatycznych, amfoterycyna B wykazuje takze wlasciwosci
amfoteryczne. Jest to wynik wystepowania w jej strukturze zaréwno grupy karboksylowej,
jak 1 aminowej. W warunkach fizjologicznego pH (ok. 7,0) zwiazek wystgpuje w postaci
tzw. ,,zwitterjonu”, czyli jonu dwubiegunowego. Wspomniana wyzej budowa amfipatyczna
zwiazku, a doktadnie wystgpowanie fragmentu hydrofobowego w strukturze leku powoduja, ze
amfoterycyna B posiada silng tendencj¢ do samoagregacji w Srodowisku wodnym. Agregacja
nastgpuje samoistnie juz przy stezeniu leku powyzej 10~7 M [15]. Wiaze si¢ to tez ze stabg
rozpuszczalnos$cig amfoterycyny B, co przektada si¢ na trudnosci w procesie formulacji leku —
lek podawany jest w postaci wlewéw dozylnych pod $cista kontrolg lekarza [16].

Do tej pory amfoterycyna B jest jednym z lekéw o najszerszym spektrum dziatania, a do
gatunkéw grzyboéw wrazliwych na nig zaliczyé mozna m.in.: Candida spp., Aspergillus spp.,
Cryptococcus neoformans oraz Zygomycetes spp..

Pomimo istnienia na rynku farmaceutycznym od ponad 60 lat, antybiotyk ten wciaz
pozostaje aktywny wobec wigkszoSci znanych gatunkéw grzyboéw [17]. Do nielicznych
gatunkéw opornych na dzialanie amfoterycyny B zaliczaja si¢ grzyby takie jak Candida
dematiaceae, Scedosporium spp. oraz Pneumocystis jiroveci. W przypadku ostatniego
wymienionego patogenu powodem braku wystgpowania wrazliwosci na dzialanie leku jest
zmieniony sktad btony komoérkowej (w sktad btony wchodzi cholesterol). Amfoterycyna B,
jako jeden z niewielu Srodkéw leczniczych, jest aktywna wobec Aspergillus spp. [18]. Bardzo
podobne lub nawet szersze spektrum dziatania do amfoterycyny B wykazuja echinokandyny,
niestety charakteryzuje je pierwotna oporno$¢ w stosunku do gatunkéw z rodzaju Fusarium i
Zygomycetes.

Oprécz wymienionego powyzej dziatania przeciwgrzybiczego, amfoterycyna B wykazuje

potencjal immunostymulacyjny, retrowirusowy, a takze przeciwprionowy [10]. Lek ten jest
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z powodzeniem stosowany rowniez w zakazeniach pierwotniakami Leishmania brasilensis
i Leishmania mexicana [19]. Udowodniono takze, ze moze spowalnia¢ tempo rozwoju
niektérych infekcji bakteryjnych oraz wzrost nowotworéw [10]. Jako jeden z nielicznych lekéw
przeciwgrzybiczych jest w stanie przenika¢ do wigkszosci tkanek, w tym do oSrodkowego
uktadu nerwowego (OUN) [20].

Pomimo wielu pozadanych wtasciwosci, amfoterycyna B nie jest pozbawiona wad. Niska
rozpuszczalno$¢ [15] jest przyczyna stabego wchianiania leku z przewodu pokarmowego
(na poziomie kilku procent) [20], co wymusza stosowanie leku w formie wlewow
dozylnych. Zdecydowanie najwigksza wada podczas stosowania amfoterycyny B jest jej niska
selektywno$¢ dziatania w stosunku do komérek patogenu i gospodarza. Powoduje to, ze
lek ten jest zazwyczaj ostatnim na drodze wyboru skutecznej farmokoterapii. Konieczne
jest stosowanie niskich dawek leku, ktére pomimo ze zmniejszaja efekty jego toksycznosci,
wiaza si¢ dodatkowo z nizsza efektywnoScia dziatania. NajczgSciej spotykanymi efektami
ubocznymi stosowania leku jest anemia, zaburzenia liczby leukocytow i stgzenia elektrolitow,
hepatotoksycznosé, ototoksycznos¢, a przede wszystkim nefrotoksycznos¢. Problem ten udato
sig¢ rozwigzac czgSciowo poprzez stosowanie formulacji leku w postaci liposoméw (AmBisome
liposomal [Gilead], 50 mg, proszek do sporzadzania dyspersji do infuzji), kompleksu
lipidowego (Abelcet [Teva Pharmaceuticals], 5 mg/ml, koncentrat do sporzadzania zawiesiny
do infuzji) lub formy koloidalnej (Amphocil [Torrex Chesi Pharm GmbH], 100 mg, proszek do

sporzadzania roztworu do infuzji).

1.4. Mechanizm dzialania amfoterycyny B

Dowiedziono, ze mechanizm dzialania amfoterycyny B na poziomie komoérkowym jest
wynikiem zaburzenia integralnosci i funkcji btony komérkowej, co w efekcie spowalnia wzrost
komorek oraz wywotuje ich lize 1 Smier¢. Co ciekawe, efekt dziatania leku jest SciSle zalezny
od stezenia leku w komorce: w niskich stezeniach (niewywotujacych permabilizacji btony)
amfoterycyna B moze mie¢ takze dzialanie immunostymulacyjne — najprawdopodobniej jest
to wynik szybszej syntezy kwaséw nukleinowych oraz zwigkszonej wydajnosci fosforylacji
oksydacyjnej wywotanej powstawaniem aktywnych form tlenu [21]. W wyzszych stgzeniach
natomiast nastgpuje wzrost przepuszczalnosci btony komédrkowej [22]. W efekcie, podanie
leku wywotuje niekontrolowany wyplyw jonéw (gtéwnie potasu) z wngtrza btony komérkowe;,
ktore skutkuje zachwianiem homeostazy 1 potencjatu btonowego. Oprdcz jonow, spoza wnetrza
komoérki moga wyptywac takze male zwiazki i metabolity, jak np. glukuza lub mocznik
[23, 24]. Udowodniono eksperymentalnie, ze wyptyw jonéw potasu jest skorelowany ze zmiang

gradientu protonéw w poprzek blony komérkowej [25].
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Niestety, w przeciwienstwie do dobrze zbadanych skutkéw dziatania leku na poziomie
komoérkowym, mechanizm dzialania amfoterycyny B na poziomie molekularnym wciaz nie
jest do konca poznany. Wiadomo natomiast, ze wystgpowanie steroli jest kluczowe dla
dzialania amfoterycyny B, a rdznice strukturalne pomigdzy wystgpujacym w komorkach
ssakow cholesterolem a ergosterolem (Rysunek 3) zawartym w btonach komoérkowych
grzyboéw odpowiadaja za selektywnos¢ leku. Istnieja dwie gtéwne hipotezy na temat dziatania
amfoterycyny B. Wedlug pierwszej, lek pozycjonuje si¢ na powierzchni btony i dziata jak
"gabka", ktéra potrafi ekstrahowac sterole z wnetrza btony, zaburzajac jej organizacje i funkcje
[26]. Natomiast wedlug drugiej hipotezy, popartej bezposrednimi obserwacjami przewodnictwa
[27, 28], amfoterycyna B tworzy kanaty transblonowe odpowiedzialne za wyptyw sktadnikéw

cytozolu i Smier¢ patogenu.

ergosterol N cholesterol
HO HO

Rysunek 3. Struktura chemiczna ergosterolu i cholesterolu.

Pomimo bezposSredniej obserwacji pradu jonowego indukowanego przez amfoterycyng
B, dotychczas nie udato si¢ jednoznacznie okresli¢, w jaki sposob mialyby formowac si¢
kanaty odpowiedzialne za wyptyw jonéw z wnetrza blony komoérkowej. Nie jest takze znana
przyblizona architektura tej struktury. Pierwszy model kanalu utworzonego przez czasteczki
amfoterycyny B zostal zaproponowanych w latach 70. [29]. Wedlug tego modelu, kanat
przypomina pélpor o cylindrycznym ksztalcie, a czasteczki amfoterycyny ukladaja si¢ tak,
aby czg$¢ hydrofilowa tworzyta wnetrze kanatlu, natomiast polieny maja kontakt z lipidami
tworzacymi blong komérkowa (Rysunek 4). Reszta mykozaminy w tym samym czasie moze
korzystnie oddziatywac z resztami fosfolipidéw na powierzchni blony. Jednoczesnie czasteczki

steroli sa odpowiedzialne za stabilizacje¢ struktury.
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Rysunek 4. Struktura molekularna kanatlu transbtonowego typu DLC zlozonego z czasteczek

amfoterycyny B.

Wyzej opisany model kanatu (typu SLC) wydaje si¢ posiada¢ pewna niescistos¢. Dtugosé
pojedynczej czasteczki amfoterycyny B to ok. 22 A, a wiec jest poréwnywalna z dtugoscia
btony fosfolipidowej (ok. 20 A). W zwiazku z powyzszym zaproponowano [30], ze dwa
przeciwnie ustawione pojedyncze kanaly (SLC) moga tworzy¢ tzw. kanal podwdjny (DLC),
ktéry wypelniatby cata szeroko$¢ biwarstwy lipidowej (Rysunek 4). Warto wspomnieé, ze
istniejaca w dolnej czeSci makrolidu grupa hydroksylowa przy weglu C35 (Rysunek 2)
mogtaby stabilizowac tak utworzony kanat poprzez wiazania wodorowe. Udowodniono tez [26],
ze pochodna amfoterycyny B pozbawiona wspomnianej grupy hydroksylowej (35deOAmB)
odznacza si¢ duzo nizszym potencjatem terapeutycznym (ponad 10-krotny wzrost wartoSci MIC
[26]) — réznice w aktywnoSci AmB oraz 35deOAmB nie zostaly jednak jak dotad wyjasnione z

wykorzystaniem modeli strukturalnych.

1.5. Pochodne amfoterycyny B i poszukiwanie nowych lekow

przeciwgrzybiczych

Pomimo ze historia samej amfoterycyny B 1 jej zastosowania w lecznictwie grzybic
uktadowych sigga lat 60. ubieglego wieku, lek nie doczekat si¢ znaczacych modyfikacji

chemicznych, ktére znalaztyby zastosowanie w farmacji. Lek ten, z powodu wspomnianych juz
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unikalnych wiasciwosci, jak chociazby niezmienne, szerokie spektrum dziatania, wydaje sig¢
idealnym zwiazkiem wiodacym do projektowania nowych lekéw przeciwgrzybiczych. Do tej
pory modyfikacje wtasciwosci terapeutycznych amfoterycyny B obejmowaty proces formulacji
leku oraz tworzenie nowych pochodnych leku. Najwigksze sukcesy osiagnigto jednak wytacznie
w obszarze formulacji.

Przyktadowo, preparat AmBisome liposomal [Gilead] oparty o form¢ liposomalna pozwolit
na znaczng redukcj¢ toksycznosci poprzez wzrost dostgpnej iloSci formy monomeryczne;j
amfoterycyny B [31]. Abelcet [Teva Pharmaceuticals] oraz Amphocil [Torrex Chesi Pharm

GmbH] to dwa kolejne leki zwigkszajace dostepnoS¢ monomerycznej formy amfoterycyny B.

C) R, =H R, = \Ckm@ R; = CH;

o=

Rysunek 5. Struktura chemiczna wybranych pochodnych amfoterycyny B: A) ester metylowy
amfoterycyny B (AmE), B) ester metylowy N-metylo-N-D-fruktopiranozylo-amfoterycyny B (MFAmE)
oraz C) ester metylowy N-(1-piperydynopropionylo)-amfoterycyny B (PAmE).

Modyfikacje samego leku skupiaty si¢ dotychczas na modyfikacjach grupy aminowej
wystepujacej w reszcie mykozaminy lub grupy karboksylowe;j jak ester metylowy amfoterycyny
B — AmE (Rysunek 5A), ester metylowy N-metylo-N-D-fruktopiranozylo-amfoterycyny B —
MFAmE (Rysunek 5B), lub ester metylowy N-(1-piperydynopropionylo)-amfoterycyny B —
PAmE (Rysunek 5C). Zadna z pochodnych nie zachowywata jednak pierwotnej skutecznosci

leku przy jednoczesnym obnizeniu jej toksycznoSci.
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Ostatnie modyfikacje struktury chemicznej skupiaja si¢ gtéwnie na tworzeniu réznego
rodzajéw amidéw amfoterycyny B [32-34]. Amidy maja mniejsza tendencj¢ do oligomeryzacji,
przez co uzyskuje si¢ zmniejszonga toksyczno$¢ w stosunku do zwiazku wiodacego.

Tylko nieliczne z zaprezentowanych pochodnych amfoterycyny B przeszty do etapéw badan
klinicznych, a zadna z nich nie trafita dotad na rynek, co jeszcze bardziej podkresla konieczno$¢
doktadnego zbadania mechanizmu molekularnego leku, ktéry zapewnilby podstawe do

racjonalnego projektowania nowych, mniej toksycznych pochodnych.
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2. Dynamika molekularna

2.1. Wprowadzenie

Dynamika molekularna (ang. Molecular Dynamics, MD) jest jedna z technik
obliczeniowych pozwalajacych na badanie zachowania si¢ uktadu molekut i jego wtasciwosci
w czasie. Jest to metoda wysokorozdzielcza oraz dajaca duza kontrole nad prowadzonym
badaniem, jednocze$nie niewymagajaca ponoszenia przez uzytkownika kosztéw takich jak
odczynniki czy eksploatacja sprzetu laboratoryjnego. Przyblizajac rozwiazanie réwnania
Schrédingera 1 nastgpnie rozwiazujac réwnania ruchu Newtona mozemy w latwy
sposéb generowal trajektori¢ uktadu. Zastosowanie wspomnianych przyblizef/uproszczen
m.in. przyblizenia adiabatycznego umozliwia symulowanie duzych uktadéw biologicznych, z
drugiej strony jednak wiaze si¢ z pozbawieniem mozliwoSci badania niektérych zjawisk, jak
np. procesy fotochemiczne, przebieg reakcji chemicznych czy zjawisko jonizacji/rekombinacji
tadunku [35]. Dynamika molekularna idealnie nadaje si¢ natomiast do obserwowania zmian
struktury i/lub oddziatywan jak np. mechanizm molekularny dziatania lekéw czy dynamika

bton komérkowych.

2.2. Przyblizenie Borna-Oppenheimera

Podstawowym réwnaniem opisujacym ewolucj¢ funkcji falowej w mechanice kwantowej

jest zalezne od czasu réwnanie Schrodingera [36]:

. 0
HY = zhakll (1)
W stanie stacjonarnym uktadu, czyli w sytuacji, gdy nie nastgpuje zadna zmiana stanu
kwantowego, oraz gdy potencjal nie zalezy jawnie od czasu, uktad jest dobrze opisywany
niezaleznym od czasu rownaniem Schrodingera. Wowczas rozwiazanie rownania Schrodingera

sprowadza si¢ do rozwigzania rOwnania wlasnego energii:

HU; = E;V, 2)

Rozwiazanie réwnania Schrodingera jest proste, jezeli rozpatrywanym ukladem jest
atom wodoropodobny, czyli jednoatomowy uktad zlozony z punktowego jadra i jednego

elektronu, natomiast gtéwnym obszarem zastosowan badan fizykochemicznych sa badania

19



uktadéw makromolekularnych. Dodawanie do ukladu coraz wigkszej liczby elektronéw i
atomOéw powoduje lawinowy wzrost zlozonoSci obliczeniowej, wynikajacy z koniecznoSci
opisu dodatkowo wystepujacych oddzialywan pomigdzy nimi. W zwiazku z tym, konieczne
jest zastosowanie kilku przyblizenn w celu uproszczenia problemu. Pierwszym uproszczeniem
jest zastosowanie tzw. przyblizenia adiabatycznego [35]. Poniewaz masa elektronu jest
zaniedbywalnie mata w stosunku do masy jadra (masa elektronu wynosi 1/1836 masy protonu),
trajektoria uktadu zalezy w najwigkszym stopniu od ruchu samych jader atoméw, a elektrony
dostosowuja si¢ do ich chwilowej konfiguracji. Stosujac przyblizenie adiabatyczne, rozwigzania

funkcji falowej mozna zatem poszukiwac w postaci:

Wi = hi(r; R)xi(R) 3)

W powyzszym réwnaniu funkcja falowa 1 zalezy wylacznie od potozen elektronéw,
natomiast Y; jest zalezna tylko od wspotrzednych jader.

Stosujac nastgpne niewielkie przyblizenie — przyblizenie Borna-Oppenheimera [36], ktére
zaniedbuje pierwsza poprawke rachunku zaburzen do Hamiltonianu energii elektronowej [36],

otrzymujemy:

[T + B (R)]xi(R) = Eixi(R) (4)

gdzie: T, jest operatorem energii kinetycznej jader, E° operatorem energii potencjalne;
elektronéw, a [; operatorem energii potencjalnej (zawierajacym energi¢ kinetyczng jader)
1 zalezy wylacznie od energii elektronéw. W takim ujgciu sama czasteczke traktuje sig
jako uktad ztozony z jader umieszczony w skalarnym polu pochodzacym od elektronéw
[35]. Bezposrednim skutkiem zastosowania przyblizenia Borna-Oppenheimera jest otrzymanie
pewnej funkcji energii zwanej powierzchnig energii potencjalnej (ang. potential energy surface,
PES) czyli przypisania okreslonej konfiguracji uktadu (R) konkretnej wartosci energii stanu
podstawowego. Zgodnie z twierdzeniem Hellmanna-Feynmana [36], sily dziatajace na jadra sa
dane jako ujemny gradient tej energii:
0
F= —ﬁEel 5)
Potaczenie powyzszych réwnan z klasycznymi réwnaniami ruchu Newtona pozwala na

propagacje¢ ruchu uktadu w czasie.

2.3. Pole sitowe

Aby badania uktadéw biologicznych in silico byly mozliwe, nalezy skonstruowac

taka funkcje energii potencjalnej V', ktéra przy jednoczesnym zachowaniu umiarkowanej
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ztozonoSci obliczeniowej bylaby w stanie jak najwierniej odtworzy¢ powierzchni¢ energii
potencjalnej bedacej wynikiem zastosowania przyblizenia Borna-Oppenheimera. Taka wtasnie
posta¢ funkcji energii potencjalnej nazywana jest polem sitowym [35]. Che¢é symulowania
uktadéw o coraz wigkszym rozmiarze potaczona z niewielkimi poczatkowo mozliwos$ciami
obliczeniowymi dawnych komputeréw oraz rosnace zapotrzebowanie na coraz dluzsze
symulacje sprawity, ze zdecydowano si¢ poszukiwac funkcji opisujacej PES nie metodami
chemii kwantowej, lecz empirycznie w postaci réwnan, ktére sa w stanie precyzyjnie opisac
zmiany sit dzialajacych w uktadzie. Taka implementacja pola sitowego ogranicza mozliwosci
badawcze — traci si¢ czgS€ informacji dotyczacej gestosci elektronowej 1 zwigzanych z nimi
np. efektéw polaryzacyjnych. Z drugiej strony jednak, zdecydowanie zwigksza to mozliwosci
badania uktadéw pod wzglegdem liczby atoméw ich tworzacych oraz czasu prowadzenia
symulacji [37].

Zwyczajowo pole sitowe jest suma wktadow zwiazanych 2z oddziatywaniami
niekowalencyjnymi (oddzialywania niewiazace) oraz zmianami geometrii 1 struktury
czasteczki (oddziatywania wiazace). Na ogél gwarantuje to bardzo dobry opis zmian
konformacyjnych 1 powinowactwa makromolekul, ktére pokrywaja si¢ z danymi
eksperymentalnymi [38, 39]. Generalng posta¢ addytywnych pdl sitowych mozna zapisa¢ w

postaci:

V=Vo+ Vot Va+Vi+ Viaw + Vo + Veur (6)
gdzie:

— V},, — wklad odpowiadajacy zmianom diugosci wiagzan,

— V, — wkiad odpowiadajacy zmianom wielkosSci katow,

— V; — wkiad odpowiadajacy zmianom wielkosSci katéw dwusciennych,

— V; — wkiad odpowiadajacy zmianom wielko$ci niewtasciwych katéw dwusciennych,
— Viaw — energia oddziatywan van der Waalsa,

— Vg — energia oddzialywan elektrostatycznych,

— V.t — potencjal zewnetrzny.

W powyzszym réwnaniu mozna wyrdzni¢ kilka charakterystycznych cze$ci. Wkiady
odpowiadajace zmianom dlugo$ci wiazan, wartoSci katow ptaskich, katéw dwusciennych
oraz niewlasciwych katéw dwusciennych nosza nazwe cztonéw wiazacych. Charakteryzuja
one wklady energetyczne zwigzane ze zmiang parametréw geometrycznych w odniesieniu
do zdefiniowanych eksperymentalnie lub obliczonych wartoSci réwnowagowych. Wkiady
energetyczne, w zaleznoSci od rodzaju zastosowanego pola sitowego, maja postac¢ potencjatéw
dwu-, tréj- i czterociatowych. Przy opisie tych oddzialywan konieczne jest zdefiniowanie

tzw. typow atomoéw, ktére oprocz informacji o nazwie i masie pierwiastka niosa takze
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informacje¢ o jego hybrydyzacji i otoczeniu chemicznym. Energia oddziatywan van der Waalsa
wraz z energia oddziatywarn elektrostatycznych nosza nazwe cztonéw niewiazacych, poniewaz
w odréznieniu od wyzej wymienionych zaleza jedynie od odlegltoSci pomigedzy centrami
oddziatywar. Ostatnim elementem jest tzw. potencjatl zewnetrzny, ktéry opisuje energetyke
oddziatywan z innymi, zewnetrznymi polami [40].

Do opisu wktadéw, ktére maja jedno, dobrze zdefiniowane minimum energii potencjalnej,
a termiczne odchylenia od niego sa niewielkie, stosuje si¢ potencjatl harmoniczny. Przyktadem
jest wktad energetyczny odpowiedzialny za zmiang dtugosci wiazania, w ktérego przypadku

odpowiedni wzor wyglada nastgpujaco:

1
V=Y kol = lo)? (7)

gdzie: k;, jest odpowiednia stata silowa, a [ i [ odpowiednio odlegloscia chwilowa oraz
odlegloScia rownowagowa pomiedzy danymi typami atoméw. Suma oznacza sumowanie po
wszystkich parach atoméw potaczonych wigzaniem chemicznym. Jezeli odchylenia od wartosci
rOwnowagowej sa znaczne, zalezno$¢ energii od odlegtosci odbiega od ksztattu krzywe;j
potencjatu harmonicznego (krzywa drugiego rzgdu), w zwiazku z czym zaleca si¢ korzystanie z
bardziej rozwinigtych funkcji, np. pdl sitowych, ktérych rozwinigcie w szereg Taylora obejmuje
co najmniej cztony trzeciego stopnia (np. MM3), lub pdl, ktére wykorzystuja potencjat Morse’a

[41] lepiej opisujacy anharmoniczny charakter krzywe;j:

Vi, =Y D[l — exp(—B(l — ly))]? (8)

W powyzszym réwnaniu D jest gigbokoscia studni potencjatu, natomiast 5 — miara jego
szerokosci.
Do opisu wktadu opisujacego energi¢ pochodzaca od zmian katéw ptaskich (walencyjnych)

rowniez korzysta si¢ z potencjalu harmonicznego:

1
V.= ka(0 = 0o) 9)

gdzie 6 1 6y sa wartoSciami chwilowymi i referencyjnymi kata, a k, odpowiednig stata
sitowa. Jak poprzednio, do polepszenia charakterystyki stosowane jest dodawanie do
powyzszego wzoru dalszych wyrazow wynikajacych z rozwinigcia szeregu Taylora lub cztonu
harmonicznego zaleznego od odlegtosci skrajnych odleglosci atomow [42].

Do opisu energetyki rotacji wokol wigzania (zmiana kata torsyjnego) stosowany jest

potencjal w postaci:

6
Va=>> ;kd,n(l + cos(ng — don)) (10)
n=1
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W powyzszym réwnaniu oprécz stalych i wartosci katow pojawia si¢ takze wspdlczynnik
krotnosci n. Odpowiada on iloSci miniméw energetycznych w ciagu petnego obrotu wokoét
danego wiazania, czyli 360 stopni. W powyzszym rownaniu mozliwe jest takze zastosowanie
réznych statych sitowych tak, aby uwzglednié efekty fizyczne pochodzace od oddzialtywar
o réznej periodycznosci, jak wigzania podwdjne, hiperkoniugacja lub wptyw podstawnikéw
o znacznej zawadzie sterycznej. Maksymalna, sensowna fizycznie liczba miniméw n
odpowiadajaca periodycznosci wynosi 6, dlatego pola sitowe zazwyczaj ograniczaja si¢ do tej
wartoSci [41].

Ostatnim cztonem zaliczanym do czlondéw wiazacych jest potencjal odpowiadajacy za
energetyke niewlasciwych katéw torsyjnych. Zadaniem tego potencjalu jest wymuszenie
odpowiedniej chiralnoSci lub zapewnienie ptaskosci uktadu, np. wokét atomu wegla o
hybrydyzacji sp?>. Czton ten nie jest obligatoryjny, lecz wiekszos$¢ stosowanych w praktyce pél
sifowych go posiada [43].

Cztony V., 1 V,w odpowiadaja za opis oddzialywan migdzy niezwiazanymi

atomami. Oddziatywania elektrostatyczne sa opisywane prawem Coulomba [41]:

ZZ 4;q; (11)

i Amege i

gdzie €, 1 €y sa odpowiednio wzgledna przenikalnoscig elektryczng osrodka i przenikalnoScia
elektryczng prozni, ¢ — tadunkiem oraz r — odlegltoscia pomigdzy dwoma atomami (7 i j). Warto
wspomnieé, ze w dynamice molekularnej nie stosuje si¢ rzeczywistych tadunkow, ktérymi
obdarzone sa czastki (zdefiniowane centra oddziatywan, np. atomy lub grupy funkcyjne), lecz
fadunki czastkowe, ktére maja za zadanie jak najwierniej odtworzy¢ potencjat elektrostatyczny
wokot danej czastki.

Drugim typem oddzialywan niewiazacych sa oddziatywania van der Waalsa opisywane

potencjatem Lennarda-Jonesa:

12 6
Voaw = S5 4ey; [(‘”) - (”f) ] (12)
i > T'ij T'ij

gdzie ¢;; jest glebokoscig studni potencjalu a o;; jest skonczona odlegloscia, przy ktorej
zanika oddziatywanie pomig¢dzy atomami. Oddziatywania van der Waalsa sa kombinacja dwoch
wktadéw: silnego odpychania si¢ czastek na matych odlegtosciach (7" 2y oraz oddzialywan
dyspersyjnych (r ). Czlony niewiazace maja stosunkowo najwigksza ztozonos¢ obliczeniowa,
rzedu N2 (wprost proporcjonalna do kwadratu ilosci atoméw znajdujacych si¢ w uktadzie). W
celu zmniejszenia czasu obliczen korzysta si¢ zatem z tzw. promienia obcigcia (ang. cut-off
distance), czyli zaniedbania powyzszych cztonéw dla atoméw oddalonych od siebie o wigcej

niz ustalony promien.
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2.4. Generowanie trajektorii ukladu

Dynamika molekularna jest deterministyczng metoda symulacji zmian uktadu
modelowanego w czasie. W tej metodzie do opisu ruchu oddziatujacych punktéw materialnych

w przestrzeni fazowej wykorzystuje si¢ klasyczne rownania ruchu dynamiki Newtona [35]:

F=m-a (13)
dQl'Z' Fz

_ o 14
dt? m (19

d*r  ddr d
aE " did di ()
Punktami materialnymi moga by¢ zaréwno atomy, centra klastréw, jak i inne zdefiniowane
centra oddziatywan. Chwilowy stan ukladu moze by¢ jednoznacznie opisany poprzez
przypisanie kazdemu z N-punktéw materialnych potozen (z;) i pedéw (p;) w 6N-wymiarowe;j
przestrzeni fazowej. Element rézniczkowy czasu dt zastgpowany jest skoiiczonym krokiem
czasowym At, podczas ktérego zaklada si¢ niezmiennosS¢ dziatajacych w uktadzie sit. Z
powoddéw praktycznych (niestabilno$¢ energii), krok czasowy nie powinien by¢ dluzszy niz
1/10 okresu najszybszych oscylacji w uktadzie, co w symulacjach pelnoatomowych przektada
si¢ zazwyczaj na warto$¢ 1-2 fs. Schemat prowadzenia symulacji dynamiki molekularnej jest

przedstawiony na rysunku ponizej (Rysunek 6).

‘ Warunki poczatkowe ‘

l

| Obliczenie sit ‘

N-krotne
powtodrzenie

| Nowe potozenia w przestrzeni fazowej ‘

l

‘ Analiza trajektorii ‘

Rysunek 6. Schemat wykonywanych obliczen w dynamice molekularnej. Po zadaniu warunkéw
poczatkowych nastgpuje obliczenie sil i przypisanie nowych potozen atoméw w przestrzeni fazowej. W
kazdym kroku zostaja takze skalowane prgdkosci atoméw oraz objetos¢ uktadu tak, aby utrzymac
odpowiednio zadane temperatur¢ i ciSnienie. Schemat powtarza si¢ az do osiagnigcia ustalonej

poczatkowo liczby krokéw.
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2.5. Termodynamika ukladu

Temperatura uktadu zwigzana jest z energia kinetyczna elementow ukladu. Relacja ta
wynika z zasady ekwipartycji energii [35] 1 ma postac:
3 m;v?

Ey = 5NkpT = > 5 (16)

i

N jest w tym réwnaniu liczba czastek (punktéw materialnych) tworzacych uktad, kp jest
stata Boltzmanna réwna ok. 1,38 - 10723 J/K, a m; i v; sa odpowiednio masami i predkosciami
poszczegdlnych czastek uktadu. Energia catkowita takiego uktadu w zadanej temperaturze
WYynosi:

Ei(R,T) = E,(R) + ;)NkBT a7

Ustalenie odpowiedniej temperatury uktadu jest niezmiernie istotne, poniewaz pierwszym
krokiem kazdej symulacji jest przypisanie kazdemu elementowi uktadu potozenia w przestrzeni
oraz jego predkosci poczatkowej odpowiadajacej zadanej temperaturze. Rozktad ten powinien
by¢ zgodny z rozkladem Maxwella-Boltzmanna [35]. W dalszym toku symulacji na
skutek oddziatlywania ze soba molekut, predkosci, a wigc i energia kinetyczna ulegaja
zmianom. Skutkuje to fluktuacjami temperatury uktadu. Wzgledna intensywno$¢ wahafi
jest tym wigksza, im symulowany uklad jest mniejszy. Aby zapobiec znacznym zmianom
temperatury ukladu stosuje si¢ tzw. termostaty. Zadaniem termostatu jest utrzymanie Sredniej
temperatury uktadu na wzglednie statym poziomie z odchyleniami zgodnymi z pojemnoScia
cieplng uktadu. Do najbardziej znanych algorytméw pozwalajacych na skalowanie temperatury

podczas symulacji dynamiki molekularnej naleza [44]:

— termostat Berendsena — temperatura jest sprz¢zona z kontrola predkosci czastek w ukladzie
dynamicznym,

— termostat CSVR — jak powyzej, temperatura jest sprzezona z kontrola predkosci czastek w
uktadzie dynamicznym; stosowany do matych uktadéw,

— termostat Nose-Hoovera — do uktadu dodany jest dodatkowy stopiet swobody,

— termostat Langevina — w ukladzie wystgpuja dodatkowe sity stochastyczne utrzymujace

zadang temperaturg.

Wszystkie powyzsze koncepcje dziatania termostatow mozna takze wykorzysta¢ do tworzenia
podobnie dzialajacych barostatéw utrzymujacych zadane cisnienie w uktadzie. Warto
wspomnieé, ze barostat odpowiadajacy dziataniu termostatowi Nose-Hoovera nosi nazwe
barostatu Parrinello-Rahmana, 1 jest czgsto stosowany we wlasciwej symulacji dynamiki

molekularnej uktadéw btonowych po etapie rownowagowania [35].
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3. Cel pracy

Celem badan bgdacych przedmiotem prezentowanej rozprawy doktorskiej jest analiza

mechanizmu dziatania i selektywnosSci leku przeciwgrzybiczego — amfoterycyny B — z uzyciem

symulacji komputerowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem dynamiki molekularnej. Cel ten

zostal osiagnigty poprzez realizacje nastgpujacych celéw czastkowych:

1.

Badania procesu wnikania amfoterycyny B do bton lipidowych:

a)

b)

9)

ocena wplywu rodzaju blony komoérkowej na zdolno$S¢ wnikania monomeru
amfoterycyny B w gtab dwuwarstwy lipidowej,

ustalenie mechanizmu wnikania leku wraz z opisem oddziatywan pomiedzy
poszczegblnymi elementami leku a lipidami,

badania zachowania si¢ czasteczki leku wewnatrz btony oraz jego preferowane

potozenie.

Badania przebiegu dimeryzacji czasteczek amfoterycyny B w §rodowisku wodnym:

a)

b)
c)

ustalenie struktury i orientacji struktury dimeréw na podstawie symulacji dynamiki
molekularnej oraz widm dichroizmu kotowego (CD),

badania kinetyki procesu dimeryzacji,

analiza wplywu dimeryzacji na dalszy proces oligomeryzacji w Srodowisku wodnym ze

szczegblnym uwzglednieniem powstawania tetramerow.

Badania mechanizmu oligomeryzacji oraz wiazania si¢ czasteczek amfoterycyny B z

btong lipidowa — badania z wykorzystaniem spektroskopii fluorescencyjnej i dynamiki

molekularne;j:

a)

b)

9)

ocena wplywu obecnosci steroli (ergosterolu i cholesterolu) i rodzaju lipidéw na
zdolnos$¢ wnikania oligomeréw amfoterycyny B w glab btony komérkowe;,

ocena wplywu Srodowiska (wodnego oraz badanych bton lipidowych) na strukturg
oligomeréw,

analiza zachowania si¢ oligomeréw amfoterycyny B wewnatrz btony oraz ich wptyw na

dalszy postep oligomeryzacji.
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4. Wyniki

4.1. Badania procesu wnikania amfoterycyny B do blon lipidowych

Mechanizm dziatania makrolidéw polienowych oparty jest na selektywnym oddziatywaniu
ze sterolami wystepujacymi w btonie komérkowej grzybéw. W celu ustalenia wptywu rodzaju
btony komérkowej na proces wnikania amfoterycyny B obliczono profil energii swobodne;j
monomeru AmB do 3 rodzajéw btony komérkowej: DMPC + 30 mol % ergosterolu, DMPC +
30 mol % cholesterolu oraz DMPC bez dodatku steroli. Uzyskane wyniki wskazuja, ze proces
whnikania leku do btony jest termodynamicznie korzystny (AG = -14 kcal/mol) dla wszystkich
trzech badanych rodzajéw blon. W przypadku bton sterolowych widoczne jest jedno, gitgbokie
minimum (czerwona i niebieska linia na Rysunku 7A) — najbardziej korzystnym utozeniem leku
jest takie, podczas ktérego makrolid ma kontakt z hydrofobowym wnetrzem btony, natomiast

reszta mykozaminy wcigz moze korzystnie oddziatywac z polarnymi resztami na powierzchni

btony.
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Rysunek 7. A) Profil energii swobodnej dla wnikania czasteczki amfoterycyny B do btony oraz B) profil

energii swobodnej dla zmiany kata pomigdzy osia gléwna czasteczki AmB a normalna/prostopadia do

ptaszczyzny blony dla trzech rodzajéw bton komérkowych: DMPC + 30 mol % ergosterolu, DMPC +

30 mol % cholesterolu oraz DMPC bez dodatku steroli [na podstawie publikacji P1: Neumann, A. et al,
Langmuir, 2016].

Warto nadmieni¢, ze widoczna jest minimalna bariera wejScia (ok. 1 kcal/mol) hamujaca
czasteczke leku przed przekroczeniem granicy faz. Pomimo korzystnego oddziatywania

pomigdzy poliolem a resztami fosforanowymi lipidéw i kosztem energetycznym dehydratacji,
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polarna reszta mykozaminy utrzymuje si¢ na powierzchni blony odgrywajac rolg kotwicy
(Rysunek 8). W przypadku bton bez dodatku steroli, ktére sa bardziej elastyczne, czasteczka
leku nie jest jak poprzednio ulokowana w jednej warstwie btony, lecz moze zanurzy¢ si¢ w niej
glebiej (szersze minimum na Rysunku 7A — linia zielona), nawet do catkowitego wypelnienia
swoja dtugoscia (ok. 25 A) obu listkow (warstw) blony komoérkowej. Warto zaznaczycC, ze
podczas wykonywania symulacji nie zaobserwowano zadnego miniumum energetycznego w
okolicy granicy faz, co wskazuje na brak preferencji do lokowania si¢ monomeréw leku na
powierzchni btony. Jest to ciekawe spostrzezenie, poniewaz spodziewano si¢ raczej korzystnego
oddziatywania pomig¢dzy grupa aminowa AmB a resztami fosforanowymi lipidéw 1 sytuacji, w
ktorej polien amfoterycyny B znajduje si¢ w hydrofobowej warstwie btony, a poliol na kontakt

z warstwa rozpuszczalnika (wody).

Rysunek 8. Mechanizm wnikania czasteczki amfoterycyny B do wnetrza blony komérkowej. A) AmB
znajduje si¢ w fazie wodnej. B) Stan przejsciowy, w ktérym dochodzi do oddziatywania pomigdzy
polarng ,.glowa” AmB a resztami fosfatydylocholiny lipidéw. C) Obrét AmB skutkuje wejSciem
makrolidu leku w gtab blony. D) AmB w petni zanurzone w btonie lipidowej [na podstawie publikacji

P1: Neumann, A. et al, Langmuir, 2016].

Kolejnym etapem badan byta analiza ulozenia leku w btonie poprzez obliczenie profilu
energii swobodnej dla kata nachylenia pomig¢dzy normalng (prostopadta) do ptaszczyzny btony
a osia gtéwna czasteczki amfoterycyny B. W przypadku wszystkich trzech rodzajow bion
ustalono, ze najbardziej korzystna orientacja leku w btonie komérkowej jest jego pionowe
utozenie (minimum energetyczne dla ok. 10°, Rysunek 7B). W btonie bez dodatku steroli
(Rysunek 7B — zielona linia), ktéra charakteryzuje si¢ bardziej elastyczna struktura, zauwazalna
jest wigksza dowolno$¢ w utozeniu (odchylenia do 60°), podczas gdy w btonach DMPC + 30
mol % ergosterolu i DMPC + 30 mol % cholesterolu ponad 99% populacji monomeréw nie

odchyla si¢ od normalnej do btony o wigcej niz 30°.

Wyniki tych badan zostaty opisane szczegélowo w publikacji: Neumann, A., Wieczor,
M., Zieliiska, J., Bagifiski, M., Czub, J. Membrane sterols modulate the binding mode of
amphotericin B without affecting its affinity for a lipid bilayer. Langmuir 32, 3452-3461 (2016).
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4.2. Badania przebiegu dimeryzacji czasteczek amfoterycyny B w

Srodowisku wodnym

Amfipatyczna budowa makrolidow polienowych sprawia, ze maja one silng tendencj¢ do
agregacji w Srodowisku wodnym. Oligomeryzacja zachodzi bowiem juz przy stezeniu leku
rzedu 1079 M, co znaczaco ogranicza mozliwe drogi podania leku. Co wiecej, wielu badaczy
taczy proces dimeryzacji z dzialaniem toksycznym leku, sugerujac, ze jedynie monomery leku
sa w stanie wnika¢ w glab btony patogenu, zas dimery i wyzsze oligomery sa odpowiedzialne
za jego toksycznos¢.

Dzigki zastosowaniu dynamiki molekularnej ustalono, ze juz przy stg¢zeniu AmB powyzej
0,41 uM, 10% populacji czasteczek wystgpuje w postaci dimeréw. Proces dimeryzacji
jest w tym przypadku procesem kontrolowanym dyfuzja, na co wskazuje obliczona stata
szybkosci dimeryzacji k,; = 5-10% M~!s™! oraz brak zauwazalnych barier na Sciezce
do formowania dimeru (obliczona energia swobodna dimeryzacji AG°d wyniosta —7,1
kcal/mol — Rysunek 9A). Otrzymana warto$¢ statej szybkosci jest kilkaset razy wigksza
niz szybko$¢ wnikania AmB do wnetrza blony (k, = 1,52-10° M~! s=1 [45]). Oznaczaé to
moze, ze przy zastosowaniu stezenia terapeutycznego, amfoterycyna B oddziatuje z btong
w formie oligomerycznej. Wykonany profil energii swobodnej wskazywal na istnienie
dwoéch gtéwnych typéw dimeréw (dwa minima energetyczne — 6,5 oraz 4,5 w przebiegu
profilu na Rysunku 9A). Ustalono, ze dimery réwnolegle (reszty mykozaminy lezace
obok siebie) oraz antyrownoleglte (mykozaminy lezace naprzeciwko siebie — Rysunek 9C)
powstaja w poréwnywalnych proporcjach (odpowiednio 47% i 52%) z niewielka przewaga
na korzy$¢ orientacji antyrownoleglej. Ponadto mozliwa jest zmiana konformacji na
przeciwng (oszacowany czas przejScia wynosi 200 ns, a odpowiednia stata szybkosci —
5-10% s71). Podczas wykonywania niezaleznych symulacji spontanicznego zejscia si¢ dwéch
czasteczek amfoterycyny B zaobserwowano kinetyczng tendencj¢ do powstawania dimeréw
antyréwnolegltych (punkty biate, czerwone i czarne na Rysunku 9B).

Dodatkowo zbadano takze typ oddzialywan w gléwnej mierze odpowiedzialny za
dimeryzacje. Proces ten jest napedzany hydrofobowo, za co w znacznej czeSci odpowiada
zmniejszenie si¢ hydrofobowej powierzchni dostgpnej dla rozpuszczalnika (SASA). W
przypadku obu typéw dimer6w zmiana tego parametry jest porownywalna, co tlumaczy

réwnocenne prawdopodobiefistwo powstania danego typu dimeru.
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Rysunek 9. A) Profil energii swobodnej w funkcji odlegtosci pomigdzy Srodkami mas
obu monomeréw. Przerywana linia zaznaczono granice pomigdzy stanem zwigzanym a
rozseparowanym. B) Dwuwymiarowa mapa energii w funkcji odlegloSci pomigdzy monomerami
oraz kata pomigdzy nimi. Punktami zaznaczono przebieg symulacji w warunkach réwnowagowych,
a dodatkowym koétkiem oznaczono potozenie standw poczatkowych w tych symulacjach. C) Cztery
typy dimeréw wraz z prawdopodobiefistwem ich powstawania. Struktury odpowiadaja minimom
energetycznym na mapie dwuwymiarowej [na podstawie publikacji P2: Zielifiska, J. et al, Sci Rep,
2016].

Struktury uzyskanych dimeréw zostalty wykorzystane do wykonania kwantowochemicznej
predykcji widm dichroizmu kotowego, ktére poréwnano nastgpnie z wynikami
eksperymentalnymi w kontekscie badania procesu oligomeryzacji [46]. W tym przypadku
potwierdzono, ze istnieje kilka typéw oligomeréw oraz nie ma tendencji to przyjmowania
przez nie okreslonej konfiguracji.

Ostatnim etapem tej czgSci badan bylo przeprowadzenie symulacji spontanicznej asocjacji
dwoéch dimeréw. Przeprowadzone symulacje potwierdzily, ze szybkos¢ oligomeryzacji wzrasta
wraz z dostgpng ilosScig czasteczek leku. Réwnoczesnie zaobserwowano brak mozliwosci

zmiany konformacji tetrameru, ktéra byta mozliwa w przypadku dimeréw.

Wyniki tych badan zostaly opisane szczegétowo w publikacji: Zielinska, J., Wieczor,
M., Baczek, T., Gruszecki, M., Czub, J. Thermodynamics and kinetics of amphotericin B
self-association in aqueous solution characterized in molecular detail. Scientific Reports 6,
19109 (2016).
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4.3. Badania mechanizmu oligomeryzacji oraz wiazania si¢ czasteczek
amfoterycyny B z blona lipidowa — badania z wykorzystaniem

spektroskopii fluorescencyjnej i dynamiki molekularnej

Jednym z najbardziej interesujacych aspektow dziatania amfoterycyny B jest kwestia jej
dziatania w postaci oligomeréw w obrebie blony komérkowej. Aby uzyskac petniejszy obraz
tego procesu, postanowiono zbada¢ wilasciwosci oligomeré6w AmB w obecnosci wybranych
modelowych bton lipidowych w warunkach in vitro.

Poprzednie badania [46] wskazywaly, ze czas zycia fluorescencji jest skorelowany ze
stanem oligomeryzacji czasteczek amfoterycyny B. Pierwszym etapem badan byla zatem
analiza czasu zycia fluorescencji oligomeré6w AmB powstatych po spontanicznej inkorporacji
czasteczek leku do olbrzymich jednowarstwowych liposoméw (GUV). Liposomy ztozone byty
z DPPC, DMPC lub POPC odpowiednio bez dodatku steroli lub z 30 mol % cholesterolu lub 30
mol % ergosterolu (Rysunek 10), co modelowato wiasciwosci blon odpowiednio bakteryjnych,
ludzkich oraz grzybowych. Oligomeryzacja zachodzita w fazie wodnej po dodaniu roztworu
AmB w DMSO do buforu zawierajacego obrazowane liposomy. Wystgpowanie zjawiska
anizotropii fluorescencji (fotoselekcji) pozwolito na wyodrgbnienie czaséw zycia fluorescencji
pochodzacych od czasteczek AmB znajdujacych si¢ w btonie (zorientowanych wertykalnie)
oraz czasteczek leku znajdujacych si¢ na jej powierzchni (zorientowanych horyzontalnie).
Wartosci czaséw zycia fluorescencji dla wybranych w ten sposéb czasteczek we wngtrzu
btony wskazywaly, ze w tym Srodowisku AmB tworza inne, mate oligomery (2-4 czasteczki
leku). Ponadto, mate oligomery charakteryzujace si¢ krétkim czasem zycia — dimery,
trimery oraz tetramery — przyjmowaly dowolna orientacj¢ we wngtrzu btony. Obserwacja
ta zostala potwierdzona w przeprowadzonych symulacjach dynamiki molekularnej, w
ktérych stwierdzono, ze uzyskany szereg réznych sygnaléw (czaséw fluorescencji) wynika z
réznorodnosci w zakresie powstatych stechiometrii, a nie réznic w ich przestrzennym utozeniu
w btonie. Dodatkowo, wykonane symulacje dotyczace struktur tetrameréw wykazaty ich
zdolno$¢ do rotacji wokét wlasnej osi pod wptywem przejscia z wody do btony.

Eksperyment wykazal, ze to gtdwnie obecnos¢ steroli, a nie rodzaj lipidow w sktadzie btony
komoérkowej utatwia matym oligomerom przeniknigcie do wnetrza blony komdrkowej, a takze
wplywa na zmiang¢ organizacji oligomeréw we wnetrzu btony — po wejsciu do hydrofobowe;j
czgsci blony, tetramery uktadaja si¢ prostopadle wzglgdem ptaszczyzny btony, a sama ich
struktura jest bardziej stabilna. W tym przypadku dane eksperymentalne byty rowniez zbiezne z
wykonanymi symulacjami komputerowymi, ktére potwierdzity inne utozenie czasteczek AmB

wzgledem siebie w srodowisku wodnym i w blonie lipidowe;j.
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Zaobserwowany efekt moze mie¢ istotne znaczenie z punktu widzenia tworzenia przez agregaty
amfoterycyny B poréw transblonowych pozwalajacych na wyptyw jonow.

Podczas przeprowadzonych badan zauwazono takze duze agregaty (»4 czasteczek
AmB, czas zycia ok. 0,6 ns) tworzace si¢ na zewnatrz liposoméw ztozonych z POPC. Ten wynik
moze wyjasnia¢ jedng z hipotez dotyczacych dziatania amfoterycyny B, czyli dodatkowego
tworzenia si¢ tzw. ,,gabek” na powierzchni btony lipidowej, ktére poprzez oddzialywanie ze

sterolami zaburzaja strukturg btony komérkowej, w efekcie przyS$pieszajac Smier¢ komorki.
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Rysunek 10. Utozenie, lokalizacja i struktura oligomeréw amfoterycyny B z uwzglednieniem rodzaju

btony: A) btona bez steroli, B) blona z 30 mol % cholesterolu, C) btona z 30 mol % ergosterolu. Numer

odpowiada liczbie czasteczek amfoterycyny B tworzacych dany oligomer [na podstawie publikacji
P3: Grela, E. et al, Molecular Pharmaceutics, 2018].

Wyniki tych badan zostaty opisane szczegétowo w publikacji: Grela, E., Wieczor, M.,
Luchowski, R., Zielinska, J., Barzycka, A., Grudzinski, W., Nowak, K., Tarkowski, P,
Czub, J., Gruszecki, W.I. Mechanism of binding of antifungal antibiotic amphotericin B to
lipid membranes: an insight from combined single-membrane imaging, microspectroscopy and
molecular dynamics. Molecular Pharmaceutics 15, 4202-4213 (2018).
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5. Whnioski

Podczas realizacji celéw badawczych wchodzacych w skitad przedstawionej rozprawy
doktorskiej wykorzystano dynamike¢ molekularng do oceny mechanizmu dziatania
amfoterycyny B w poczatkowych etapach jej dziatania. Wyniki zostaly w wigkszoSci
przypadkéw skonfrontowane z danymi eksperymantalnymi potwierdzajac lub uzupetniajac
uzyskane dane.

Opis poszczegdlnych etapéw dzialania amfoterycyny B rozpoczgto od analizy wptywu
steroli na proces wnikania amfoterycyny B. Wykonane symulacje dynamiki molekularnej
wykazaty nieznaczne réznice w procesie wnikania monomeréw leku w gtab bton komérkowych
zawierajacych sterole (cholesterol lub ergosterol) oraz takich, ktére nie posiadaty ich w swoim
sktadzie. Proces wnikania leku do btony komodrkowej jest termodynamiczne korzystny dla
kazdego rodzaju blony komoérkowej. W przypadku bton zawierajacych sterole potozenie leku
we wngetrzu blony nie ulega zmianie — monomery lokuja si¢ w jednej z dwdch warstw btony
i sa prostopadie do powierzchni blony komérkowej. W przypadku bton bez dodatku steroli,
monomery lokuja si¢ glgbiej, a ich ulozenie jest o wiele bardziej przypadkowe [P1].

Nastepnym zrealizowanym zagadnieniem bylo zbadanie procesu dimeryzacji
czasteczek amfoterycyny w Srodowisku wodnym. Przeprowadzone symulacje pozwolity
na wyznaczenie profilu energii swobodnej dimeryzacji dla dwéch typéw dimeréw (orientacji
réwnolegltej i antyréwnoleglej) rézniacych si¢ ulozeniem cze$ci cukrowych wzgledem
siebie. Prawdopodobienistwo powstawania obu dimeréw jest praktycznie identyczne (0,93 : 1,0),
co $§wiadczy o wysokiej heterogenicznoSci strukturalnej tych oligomeréw. Niemniej jednak
sq one zdolne do zmiany konfiguracji na przeciwna. Nie jest to mozliwe w przypadku
formowania si¢ wyzszych oligomeréw, co potwierdzono wykonujac symulacj¢ spontaniczne;j
oligomeryzacji dwéch dimeréw. Dodatkowo wykonano tez symulacje widm dichroizmu
kotowego, ktére skonfrontowano z danymi doswiadczalnymi. Umozliwito to ich doktadna
analiz¢ i potwierdzenie wnioskéw opartych na podstawie eksperymentéw z uzyciem
dichroizmu kotowego [P2].

Dynamika molekularna okazata si¢ takze dobra metoda wspierajaca metody
eksperymentalne podczas badania przebiegu i stanu oligomeryzacji amfoterycyny B. Symulacje
dynamiki molekularnej prowadzone réwnolegle z badaniami spektroskopowymi (spektroskopia
fluorescencyjna) mialy na celu zbadanie procesu wnikania i orientacji wzgledem btony

oligomer6w amfoterycyny B w réznych rodzajach bton biologicznych ztozonych z
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DPPC, DMPC oraz POPC: bton z cholesterolem, ergosterolem, badZz bilon bez dodatku
steroli. Uzyskane wyniki dotyczace struktur oligomeréw pozwolily wyjasni¢ réznice w
obserwowanych czasach zaniku fluorescencji oraz stwierdzi¢, ze wniknigcie czasteczki
monomeru jest duzo bardziej prawdopodobne niz wniknigcie dimeru lub tetrameru; dodatkowo
spontaniczne wejscie oligomerdw zachodzi¢ moze tatwiej do blon zawierajacych sterole [P3].

Ostatecznie, oprécz wymienionych powyzej badafi, podczas realizacji pracy doktorskiej
dokonano analizy stuktury, stabilnosci i selektywnosci kanatéw transblonowych. Oszacowanie
konduktancji kanatéw o r6znej wielkosci (od 8 do 24 czasteczek tworzacych kanat), a nastgpnie
konfrontontacja danych z wynikami literaturowymi pozwolita na wytypowanie najbardziej
prawdopodobne;j struktury kanatu transblonowego. Ustalono, ze obecnos¢ steroli w strukturze
zwigksza stabilnos$¢ kanatu. Zbadano takze wptyw reszty hydroksylowej (O35) na stabilno$¢
i proces formowania si¢ kanatu podwdjnego oraz jonoselektywno$¢ kanatu transbtonowego
ztozonego z czasteczek amfoterycyny B. Wyniki tych badan znajduja si¢ w recenzowane;j
aktualnie publikacji: Zielinska, J., Wieczér, M., Chodnicki, P., Grela, E., Luchowski, R.,
Nierzwicki, L., Baczek, T., Gruszecki, W.I, Czub, J. Self-assembly, stability and conductance

of amphotericin B channels: bridging the gap between structure and function.
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