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Przedmiotem badan byly cztery grupy koniugatéw nanonos$nikéw molekularnych z
inhibitorami enzymatycznymi o potencjalnym dziataniu przeciwgrzybowym. Pierwszg z tych
grup tworzyty koniugaty peptydéw penetrujgcych z inhibitorem gyrazy ciprofloksacyng lub z
czasteczka kwasu N°-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego (FMDP), inhibitorem
syntazy GIcN-6-P. W dwdch kolejnych grupach, czgsteczki FMDP oraz cispentacyny,
inhibitora syntetazy lle-tRNA"® potgczone byly z nanonosnikami lipidowymi lub tzw. parasolami
molekularnymi. W niektérych z tych koniugatéw wystepowat ,jako dodatkowy skfadnik majgcy
zapewni¢ efektywne uwalnianie inhibitora, tzw. ,trimethyl lock”. Ponadto, zbadano takze
wplyw skoniugowania parasoli molekularnych z antybiotykami przeciwgrzybowymi z grupy
makrolidow polienowych na ich selektywng toksycznos¢ in vitro w uktadzie komoérki grzybowe:
komorki ssacze.

Wykonano szereg badan dotyczgcych nosnikéw zwigzkow aktywnych o dziataniu
przeciwgrzybowym. Wykazano, ze ich modyfikacja za pomocg nosnikdbw moze doprowadzi¢
do polepszenia aktywnosci przeciwgrzybowej, polepszenia zdolnosci transportowych oraz
zmniejszenia wlasciwosci hemolitycznych i cytotoksycznych. Wykonane badania mogg stuzy¢
jako silne podstawy do zaprojektowania skutecznego i nietoksycznego uktadu nosnik-lek o
dziataniu przeciwgrzybowym.

Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim:

The purpose of this thesis is to describe research of four groups of molecular
nanocarrier conjugates with enzymatic inhibitors with potential anti-fungal activity. The first
group of compounds was penetrating peptides (CPPs) conjugates with a gyrase inhibitor
known as ciprofloxacin or with a N3-(4-methoxyfumaryl)-L-2,3 diaminopropanoic acid (FMDP)
molecules, which is GlcN-6-P synthase inhibitor. In two other groups, FMDP molecules and
cispentacin, lle-tRNA" synthase inhibitor were connected to lipid nanocarriers or molecular
umbrellas. In some of these conjugates, there was “trimethyl lock”, which ensured effective
release of the inhibitor from the conjugate. Furthermore, the effect of conjugation of molecular
umbrellas with polyene macrolide antibiotics on their selective in vitro toxicity in the fungal
cells: mammalian cells system was also investigated.
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In summary, a number of studies were carried out on carriers of anti-fungal
compounds. It has been shown that their modification with the attached carrier can lead to the
improvement of anti-fungal activity, the improvement of transporting capacity as well as the
decrease of hemolytic and cytotoxic properties. The performed experiments can serve as a
strong basis for designing an effective and non-toxic anti-fungal carrier-drug system.

*) niepotrzebne skreslic.
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STRESZCZENIE

W zwigzku z narastajgcym problemem opornosci patogennych drobnoustrojéw na istniejgce
antybiotyki i leki syntetyczne poszukuje sie nowych zwigzkéw  przeciwgrzybowych
i przeciwbakteryjnych, ktére bylyby jednoczesnie skuteczne i nie powodowatyby niepozgdanych
skutkbw ubocznych. Jednym =z rozwigzan moze by¢é zastosowanie koniugatow inhibitorow
enzymatycznych z nanonosnikami molekularnymi. Zadaniem nanonos$nikow jest przetransportowanie
inhibitora enzymatycznego do wnetrza komérki drobnoustroju. Wewnatrz komorki, taki koniugat
powinien ulega¢ rozktadowi, z uwolnieniem inhibitora, ktéry w wyniku oddziatywania
z wewngtrzkomérkowym celem molekularnym powoduje zahamowanie wzrostu lub zabicie komorek
drobnoustrojowych.

Przedmiotem badan, ktoérych wyniki opisano w niniejszej rozprawie, byly cztery grupy
koniugatow nanonosnikdw molekularnych z inhibitorami enzymatycznymi o potencjalnym dziataniu
przeciwgrzybowym. Pierwszg z tych grup tworzyly koniugaty peptydow penetrujgcych z inhibitorem
gyrazy ciprofloksacyng lub z czgsteczkg kwasu N3—(4-metoksyfumaroilo)-L-Z,3—diaminopropanowego
(FMDP), inhibitorem syntazy GIcN-6-P. W dwoch kolejnych grupach, czasteczki FMDP oraz
cispentacyny, inhibitora syntetazy lle-tRNA", potgczone byly z nanonosnikami lipidowymi lub tzw.
parasolami molekularnymi. W niektorych z tych koniugatow wystepowat, jako dodatkowy sktadnik
majacy zapewni¢ efektywne uwalnianie inhibitora, tzw. ,trimethyl lock”. Ponadto, zbadano takze
wptyw skoniugowania parasoli molekularnych z antybiotykami przeciwgrzybowymi z grupy makrolidow
polienowych na ich selektywng toksycznosé in vitro w uktadzie komérki grzybowe: komorki ssacze.

Badania dotyczace koniugatéw pierwszej z powyzej wymienionych grup miaty za zadanie
sprawdzenie, czy dofgczenie peptydu penetrujgcego TP10 do znanego chemoterapeutyku
przeciwbakteryjnego — ciprofloksacyny (CIP) lub FMDP, spowoduje istotne zwiekszenie aktywnosci
przeciwgrzybowej. Wyniki tych badan wykazaty, ze aktywnos¢ przeciwgrzybowa in vitro koniugatéw
CIP:TP10 jest znaczaco wyzsza niz aktywnos$¢ CIP. Koniugat CIP:TP10 wnika do wnetrza komoérek
grzybowych duzo efektywniej niz sama CIP. Dodatkowo, okazato sie, ze zaréwno TP10 jak i jego
koniugaty sg w stanie blokowa¢ relaksacje DNA za posrednictwem topoizomerazy Il w komdrkach
grzybowych. Tym niemniej, zarébwno TP10 jak i jego koniugaty z CIP powodujg niepozadany efekt
cytotoksyczny wobec trzech linii komérek ssaczych.

W przypadku koniugatéw z FMDP wykazano, ze dofgczenie do czgsteczki inhibitora peptydu
penetrujgcego TP10 znaczgco zwieksza jego aktywnosc¢ przeciwgrzybowa.

Drugg grupg badanych zwigzkdow byty koniugaty parasoli molekularnych z dotgczonym FMDP
lub cispentacyng. W tym przypadku celem byto dostarczenie czgsteczki aktywnej do wnetrza komorki
grzybowej. Przeprowadzone badania wykazaly, ze jedynie niektére ze zbadanych koniugatow
przejawiajg aktywnos¢ przeciwgrzybowa, natomiast zdecydowana wiekszo$¢ okazata sie nieaktywna.
Z obserwacji mikroskopowych mozna byto wywnioskowac, ze badane zwigzki nie wnikajg efektywnie
do wnetrza komorek grzybowych. Analiza przy pomocy HPLC oraz spektrometrii mas wykazata, ze

niektére z koniugatow, gtownie te, ktére w swojej strukturze zawierajg tgcznik typu TML, ulegajg


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

hydrolizie enzymatycznej zarébwno pod wptywem modelowego enzymu esterazy jak i w ekstrakcie
bezkomérkowym Candida albicans. Tym niemniej, wyniki badan nad wptywem dodatku N-acetylo-D-
glukozaminy na aktywnos$¢ przeciwgrzybowg koniugatéw parasoli z FMDP wskazujg, ze aktywnos¢ ta
moze nie by¢ konsekwencja obecnosci FMDP w tym koniugacie.

Trzecig grupg zwigzkéw badanych w tej pracy byty koniugaty o charakterze lipidowym, ktére
zawieraly w swojej strukturze FMDP lub cispentacyne dotgczone poprzez TML. Obserwacje
mikroskopowe dziatania fluorogennych koniugatéw tego typu na komorki grzybowe potwierdzity ich
wnikanie do tych komoérek, jednakze z mozliwoscig akumulacji w btonie cytoplazmatycznej. Niektore
Zz przebadanych koniugatow wykazujg wtasciwosci przeciwgrzybowe oraz sg hydrolizowane przez
enzymy obecne w ekstrakcie bezkomérkowym z Candida albicans, jednakze nie jest pewne, czy ich
dziatanie wynika z obecnosci FMDP lub cis-pentacyny.

Wykonano takze badania dotyczgce koniugatéw parasoli molekularnych oraz makrolidowych
antybiotykow polienowych — amfoterycyny B lub nystatyny, potgczonych za posrednictwem tgcznikow
0 réznej diugosci. W tym przypadku skoniugowanie z parasolem molekularnym miato na celu
zapobiegniecie agregacji czgsteczek antybiotykdw, co potencjalnie mogto mie¢ wplyw na ich
cytotoksycznos¢ wzgledem komoérek ssaczych. Zbadano aktywno$¢ przeciwgrzybowg koniugatow,
okreslono krytyczne stezenie agregacji wybranych koniugatéw, powinowactwo do ergosterolu oraz
wiasciwosci hemolityczne i cytotoksyczne wzgledem trzech linii komérkowych. Okazalo sie, ze czesé
koniugatow wykazuje wiasciwosci przeciwgrzybowe podobne do natywnych antybiotykéw, a ich
krytyczne stezenie agregacyjne jest wyzsze od takich stezen dla amfoterycyny B i nystatyny.
Skoniugowanie z parasolem molekularnym miato pozytywny wplyw na selektywng toksycznosc
amfoterycyny B, natomiast koniugaty parasoli z nystatyng wykazywaty zdecydowanie gorszg
selektywng toksycznos¢ od natywnego antybiotyku.

Podsumowujgc, wykonano szereg badan dotyczacych nosnikéw zwigzkéw aktywnych o
dziataniu przeciwgrzybowym. Wykazano, ze ich modyfikacja za pomocg nosnikéw moze doprowadzic¢
do polepszenia aktywno$ci przeciwgrzybowej, polepszenia zdolnosci transportowych oraz
zmniejszenia wtasciwosci hemolitycznych i cytotoksycznych. Wykonane badania mogg stuzyé jako
silne podstawy do zaprojektowania skutecznego i nietoksycznego uktadu nosnik-lek o dziataniu

przeciwgrzybowym.
Stowa kluczowe: nosniki lekéw, parasole molekularne, peptydy penetrujgce, inhibitory enzymatyczne,

ciprofloksacyna

Dziedzina nauki i techniki, zgodnie z wymogami OECD: Nauki $ciste i przyrodnicze — nauki
chemiczne
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ABSTRACT

Due to the growing problem of resistance of pathogenic microorganisms to existing antibiotics
and synthetic drugs, new anti-fungal and anti-bacterial compounds are being sought, which would be
both effective and would not cause undesirable side effects. One of the solutions for this issue may be
the use of conjugates of enzymatic inhibitors with molecular nanocarriers. The role of nanocarriers is
to transport the enzyme inhibitor into the microbial cell. Inside the cell, the conjugate should degrade,
releasing an inhibitor that inhibits the growth or killing of microbial cells as a result of interaction with
the intracellular molecular target.

The purpose of this thesis is to describe research of four groups of molecular nanocarrier
conjugates with enzymatic inhibitors with potential anti-fungal activity. The first group of compounds
was penetrating peptides (CPPs) conjugates with a gyrase inhibitor known as ciprofloxacin or with N3-
(4-methoxyfumaryl)-L-2,3 diaminopropanoic acid (FMDP) molecules, which is GIcN-6-P synthase
inhibitor. In two other groups, FMDP molecules and cispentacin, lle-tRNA"® synthase inhibitor were
connected to lipid nanocarriers or molecular umbrellas. In some of these conjugates, there was
“trimethyl lock”, which ensured effective release of the inhibitor from the conjugate. Furthermore, the
effect of conjugation of molecular umbrellas with polyene macrolide antibiotics on their selective in
vitro toxicity in the fungal cells: mammalian cells system was also investigated.

Studies on penetrating peptides with ciprofloxacin and FMDP were conducted to find out
whether the attachment of the TP10 penetrating peptide to the known antibacterial antibiotic —
ciprofloxacin or FMDP, would cause the increase of antifungal activity of the drug. The results of these
studies revealed that the in vitro antifungal activity of CIP:TP10 conjugates is significantly higher than
native CIP activity. The CIP-TP10 conjugate penetrates inside the fungal cells much more effectively
than CIP alone. In addition, both TP10 and its conjugates have been shown to be able to block DNA
relaxation mediated by topoisomerase Il in fungal cells. Nevertheless, both TP10 and its CIP
conjugates cause an undesirable cytotoxic effect on three mammalian cell lines.

In the case of conjugates with FMDP it was revealed that conjugation of FMDP to TP10 significantly
increases antifungal activity of this compound.

The second group of compounds was molecular umbrella conjugates with attached FMDP or
cispentacin. In this case, the goal was to deliver the active molecule inside the fungal cell. The results
showed that some of the tested conjugates showed anti-fungal activity, while the majority turned out to
be inactive. According to microscopic observations, it could be concluded that the compounds do not
penetrate effectively the fungal cells membrane. Analysis of high performance liquid chromatography
(HPLC) and mass spectrometry (MS) showed that some of the conjugates, mainly those which contain
a TML linker in their structure, undergo enzymatic hydrolysis under the influence of the model esterase
or cell-free Candida albicans extract. However, the results of studies on the effect of the addition of N-
acetyl-D-glucosamine on the antifungal activity of umbrella conjugates with FMDP indicate that this
activity may not be a consequence of the presence of FMDP in these conjugates.

The third group of compounds studied in this work were lipid conjugates, which contained in

their structure FMDP or cispentacin attached through TML. Microscopic observations of the
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fluorogenic conjugates of this type on fungal cells confirmed their penetration into yeast cells,
however, with the possibility of accumulation in the cytoplasmic membrane. Some of the tested
conjugates have anti-fungal properties and are hydrolyzed by enzymes present in the cell-free extract
of Candida albicans. However it is uncertain whether their action is caused by the presence of FMDP
or cis-pentacin.

Studies have also been carried out on conjugates of molecular umbrellas with polyene
macrolide antibiotics - amphotericin B or nystatin, connected via linkers of various lengths. In this
case, the purpose of conjugation with the molecular umbrellas was to prevent from aggregation of
antibiotic molecules, which could potentially affect their cytotoxicity to mammalian cells. Antifungal
activity of conjugates was tested, the critical aggregation concentration of selected conjugates, affinity
for ergosterol, and hemolytic and cytotoxic properties of three cell lines were determined. Several
conjugates have been shown to exhibit antifungal properties very similar to native antibiotics, and their
critical aggregation concentration was higher than that of amphotericin B and nystatin. The
conjugation with the molecular umbrella had a positive effect on the selective toxicity of amphotericin
B, while the conjugates with nystatin showed significantly worse selective toxicity than the native
antibiotic.

In summary, a number of studies were carried out on carriers of anti-fungal compounds. It has
been shown that their modification with the attached carrier can lead to the improvement of anti-fungal
activity, the improvement of transporting capacity as well as the decrease of hemolytic and cytotoxic
properties. The performed experiments can serve as a strong basis for designing an effective and non-

toxic anti-fungal carrier-drug system.

Keywords: drug carriers, molecular umbrellas, cell penetrating peptides, enzymatic inhibitors,
ciprofloxacin
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WYKAZ WAZNIEJSZYCH OZNACZEN | SKROTOW

AIDS - zespot nabytego niedoboru odpornosci, ang. Acquired Immune Deficiency Syndrome
AmB — amfoterycyna B

AMP - adenozyno-5"-monofosforan

ATP - adenozyno-5'-trifosforan

Cac — krytyczne stezenie agregacji, ang. critical aggregation concentration

CLSI — Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych, ang. Clinical & Laboratory Standards Institute
CPPs — peptydy penetrujgce, ang. Cell Penetrating Peptides

EH, — dawka efektywna, przy ktérej nastepuje dany proces w x%

FMDP — kwas N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowy

GIcN-6-P — glukozamino-6—fosforan

HEK293 T - linia komérek pochodzacych z nerki ptodu ludzkiego

HIV-1 — ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1, ang. human immunodeficiency virus type 1
HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa, ang. high-performance liquid chromatography
IC, — stezenie hamujgce proces w x%

LD, - dawka smiertelna wywotujgca smier¢ x% populacji

MAP — modelowy peptyd amfipatyczny, ang. model amphipathic peptide

MFC - minimalne stezenie grzybobdjcze, ang. minimum fungicidal concentration

MIC - minimalne stezenie hamujace, ang. minimum inhibitory concentration

MS - spektrometria mas, ang. mass spectrometry

NLS - fragment peptydu umozliwiajgcy dostarczenie tadunku do jadra komdérkowego ang. nuclear

localization signal

Nys - nystatyna

PBS - buforowana fosforanem sdl fizjologiczna

PEG - poli(tlenek etylenu), ang. polyethylene glycol

TAT — peptyd penetrujgcy z HIV-1, GRKKRRQRRRPQ

TML — tacznik ulegajgcy hydrolizie pod wplywem esterazy, ang. trimethyl lock
TP10 — transportan 10, AGYLLGKINLKALAALAKKIL

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia ang. World Health Organisation
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1. WSTEP | CEL PRACY

W obecnych czasach choroby zwigzane z osfabieniem ukfadu odporno$ciowego sg powaznym
problemem medycznym. Wiasnie z powodu ostabienia funkcji immunologicznych obserwuje sie wzrost
liczby zakazen grzybami drozdzopodobnymi. W grupie zakazenh grzybami drozdzopodobnymi znajdujg
sie uktadowe infekcje grzybowe, ktére sg wyjgtkowo grozne dla oséb na nie podatnych. Grupag
chorych, ktéra jest szczegdlnie narazona na tego typu zachorowania sg osoby cierpigce na zespot
nabytego niedoboru odpornosci oraz osoby cierpigce na choroby nowotworowe, ktére sg poddawane
chemio- i radioterapii. Jest to rowniez czesto spotykana dolegliwosé u chorych na cukrzyce, majgcych
problemy endokrynologiczne lub pobierajgcych leki immunosupresyjne, antybiotyki i steroidy. Zgodnie
z danymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2017 roku na $wiecie zyje prawie 37 milionéw
chorych na AIDS [1]. Biorgc pod uwage liczbe oséb chorych na inne, wymienione dolegliwosci, grupa

0s6b narazonych na zakazenia grzybicze moze by¢ bardzo znaczgca.

Dodatkowym problemem zwigzanym z infekcjami grzybiczymi jest nabywanie opornosci
drobnoustrojéw na stosowane leki. Jest to najczesciej spowodowane naduzywaniem
antybiotykoterapii. W dzisiejszych czasach lekarze chetnie przepisujg antybiotyki o szerokim spektrum
dziatania nawet w przypadku drobnych infekcji. Takie zjawisko powoduje nabywanie opornosci

drobnoustrojéw na tradycyjne leki przeciwdrobnoustrojowe.

Aby omingé komplikacje zwigzane z chemioterapig przeciwdrobnoustrojowg, opracowuje sie
rézne sposoby pozwalajgce na wyeliminowanie probleméw zwigzanych ze standardowg
chemioterapig. Jednym z nich jest modyfikacja chemiczna znanych zwigzkéw o dziataniu
przeciwgrzybowym, w wyniku ktdrej nastepuje polepszenie ich wlasciwosci biologicznych, takich jak

np. aktywnosé przeciwgrzybowa, czy tez selektywna toksycznosg.

Amfoterycyna B to jeden z najbardziej znanych makrolidowych antybiotykéw polienowych.
Wykazuje wysokg skutecznos¢ w leczeniu uktadowych infekcji grzybowych. Jednakze cechuje sie tak
silng toksycznoscig wobec komoérek ssaczych, Zze jest stosowana tylko w wyjgtkowych przypadkach.
Jej mechanizm dziatania polega na taczeniu sie z ergosterolem wystepujgcym w btonie komdrkowe;j
komodrek grzybowych, dzieki czemu tworzy kanaty, ktére powodujg wyptyw jondw i substancji
odzywczych z wnetrza komoérek drobnoustroju. Uwaza sie, ze toksycznosé amfoterycyny B jest
zwigzana z tworzeniem agregatow tworzgcych kompleksy z cholesterolem w btonie komoérek
ssaczych. W konsekwencji, toksyczno$¢ wobec komoérek ssaczych pochodnych amfoterycyny B nie
tworzacych agregatéw mogtaby byé nizsza niz macierzystego antybiotyku. Stgd poszukuje sie

rozwigzan, ktére zapobiegng agregacji antybiotykéw polienowych w srodowiskach wodnych.

Jednym ze sposobdéw modyfikacji chemicznej chemoterapeutyku moze by¢ przytgczenie grupy
funkcyjnej o charakterze nanonos$nika molekularnego. W zaleznos$ci od swojej struktury, utatwiajg one
dotarcie chemoterapeutyku do wybranego celu w komorce i uwalniajg go w odpowiednim momencie i

miejscu, ale mogg rowniez zmieniaé jego witasciwosci fizyko-chemiczne na przykiad takie, jak
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zdolno$¢ do agregacji w konkretnych srodowiskach czy hydrofilowo$¢. Dziatanie takiego nos$nika
wigze sie z ograniczeniem negatywnych efektdw chemioterapii przeciwgrzybowej, podniesieniem
skutecznosci dziatania lekéw i ograniczeniem mozliwosci generowania szczepdéw opornych. Nalezy
pamietaé, ze nosnik powinien by¢é co najmniej nietoksyczny wzgledem komdérek gospodarza i nie

powinien odktadac sie w organizmie.

Rozwazajgc zwigzki o potencjalnej aktywnosci przeciwgrzybowej, warto zwrdci¢é uwage na
inhibitory enzymatyczne. Przykladem takiego inhibitora jest analog glutaminy - kwas N3—(4—
metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowy (dalej nazywany FMDP), ktory jest inhibitorem syntazy
glukozamino-6-fosforanu (syntaza GIcN-6-P). Produkt reakcji katalizowanej przez ten enzym jest
substratem do dalszej biosyntezy peptydoglikanu u bakterii i chityny u grzybow, czyli sktadnikéw $cian
komorkowych tych drobnoustrojow [2]. Zahamowanie aktywnosci syntazy GIcN-6-P powoduje zmiany
morfologiczne, aglutynacje i lize komérek bakteryjnych lub grzybowych. Co istotne, syntaza GIcN-6-P
wystepuje takze u ludzi, ale jej zahamowanie nie powoduje szkodliwych efektéw ze wzgledu na
diuzszy czas zycia komorek ssaczych [3,4]. We wczesniejszych badaniach dotyczgcych dziatania
FMDP udowodniono, ze jest on silnym i selektywnym inhibitorem, ale nie jest w stanie pokona¢ bariery
btony komorkowej i dostac sie do wnetrza komérki grzybowej [5,6]. W zwigzku z tym zaproponowano,
aby do FMDP dotgczy¢ nosnik, ktory miatby za zadanie dostarczenie zwigzku do wnetrza komorki

grzybowej.

Drugim, ciekawym 2zwigzkiem o aktywnosci przeciwgrzybowej jest kwas (1R,2S)-2-
aminocyklopentanowy (znany pod nazwg cispentacyna). Cispentacyna jest cyklicznym -
aminokwasem, analogiem L-proliny, ktéry pierwszy raz wyizolowano z Bacillus cereus i Streptomyces
setonii [7]. Udowodniono, ze wykazuje witasciwosci przeciwgrzybowe w uktadach in vitro i in vivo.
Mechanizm jej dziatania przeciwgrzybowego polega na inhibicji syntetazy izoleucylo-tRNA i syntetazy

prolylo-tRNA, co powoduje zaburzenie syntezy biatek w komaérkach grzybowych.

Ostatnig grupg zwigzkéw aktywnych, ktérymi zajmowano sie w niniejszej pracy sg chinolony, a
szczegolnie ciprofloksacyna. Chinolony to pochodne kwasu chinolinokarboksylowego. Ich aktywnosc¢
polega na inhibicji gyrazy DNA (bakteryjna topoizomeraza Il), ktéra ma za zadanie przytgczenie sie do
helisy DNA podczas replikacji i zmiane orientacji przestrzennej nici, co utatwia kopiowanie materiatu
genetycznego. Poza gyrazg DNA, chinolony blokujg réwniez topoizomeraze 1V, ktéra ma za zadanie
uwolnienie potomnych chromosomoéw oraz ich rozluznienie i pelne uksztattowanie. Wspdtczesnie
najczesciej stosuje sie fluorochinolony Il i Il generacji. Fluorochinolony Il generacji takie jak
ciprofloksacyna, sg aktywne wobec bakterii G(-). Fluorochinolony Il generacji (np. lewofloksacyna) sg
aktywne wobec bakterii G(+), ale kosztem aktywnosci wobec bakterii G(-). Dos¢ powszechnym
zjawiskiem jest nabywanie oporno$ci przez drobnoustroje na dziatanie tych chemoterapeutykéw. W
przypadku nabycia opornosci wzgledem dziatania jednego fluorochinolonu, wystepuje opornosé¢ na
reszte zwigzkow z danej grupy [8 - 11]. Ze wzgledu na doniesienia o niepozgadanych skutkach
ubocznych gtéwnie zwigzanych z ukltadem miesniowym, zaleca sie stosowanie fluorochinolonéw
jedynie w skrajnych przypadkach [12].
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W niniejszej pracy badano mozliwo$¢ wykorzystania trzech rodzajow nosnikow. Pierwszg grupg
sg parasole molekularne. Sg to czgsteczki, ktére potencjalnie moga petni¢ role nosnikéw substanc;i
aktywnych, zaproponowane przez Regena i wspotpracownikéw [13]. Ze wzgledu na swoje wyjgtkowe
wtasciwosci wybrano je jako nosniki lekow przeciwgrzybowych. W zaleznosci od zastosowania taki
nosnik ma za zadanie zapobieganie agregacji zwigzkéw lub ich transport do wnetrza komorek
grzybowych. Drugg grupg nosnikéw sg zwigzki lipidowe z tzw.”trimethyl-lockiem” (TML). Taki zwigzek
ma za zadanie dostarczenie do wnetrza komorki grzybowej inhibitora enzymatycznego i uwolnienie
go. tacznik TML jest hydrolizowany enzymatycznie i pozwala na uwolnienie leku w okreslonym
Ssrodowisku. Trzecig grupg nosnikow byly peptydy penetrujgce (CPP). Peptydy penetrujace sktadajg
sie z od 8 do 30 reszt aminokwasowych. Jak sama nazwa wskazuje, stuzg one do transportu réznych
zwigzkéw do wnetrza komérki. CPPs charakteryzujg sie niskg toksycznoscia, tatwg przyswajalnoscig
dla réznych linii komérkowych i szczepdw, efektywnoscig zalezng od dawki oraz tym, ze rodzaj i

rozmiar transportowanej czgsteczki nie ma znaczgcego wpltywu na efektywnos$¢ transportu [14].

Przedmiotem badan opisanych w niniejszej pracy bylo dziatanie koniugatow nanonosnikéw
molekularnych ze zwigzkami o potencjalnym dziataniu przeciwgrzybowym, w tym inhibitorami
enzymatycznymi. Badania dotyczyty czterech grup koniugatéw: koniugaty peptydu penetrujgcego
TP10 z ciprofloksacyng lub FMDP, koniugaty parasoli molekularnych z FMDP lub cispentacyna,
koniugaty zwigzkéw o charakterze lipidowym z FMDP Ilub cispentacyng oraz koniugaty parasoli

molekularnych z makrolidowymi antybiotykami polienowymi.

Gtéwnym celem badanh byto stwierdzenie, w jaki sposéb skoniugowanie inhibitora lub antybiotyku
polienowego z nanonosnikiem molekularnym wptynie na wifasciwosci biologiczne, odpowiednio:
aktywnos¢ przeciwgrzybowg in vitro lub selektywng toksycznos¢ w uktadzie komérka grzybowa:

komorka ssacza.

Zakres badan dotyczgcych koniugatéw nanonosnikéw z inhibitorami enzymatycznymi obejmowat:
zbadanie aktywnosci przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjnej, zbadanie zdolnosci fluorogennych
pochodnych zwigzkéw do wnikania do wnetrza komérek grzybowych, sprawdzenie mechanizmu
dziatania koniugatéw przy pomocy badahn enzymatycznych oraz okreslenie cytotoksycznosci wobec

komorek ssaczych.

W przypadku koniugatéw parasoli molekularnych z makrolidowymi antybiotykami polienowymi —
amfoterycyng B i nystatyng zbadano aktywnos$¢ przeciwgrzybowg koniugatéw, okreslono ich krytyczne
stezenie agregacji w roztworach wodnych, powinowactwo do ergosterolu, wtasciwosci hemolityczne

i cytotoksyczne.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Idea i mechanizm dziatania nanonosnikéw

Idealne chemoterapeutyki powinny by¢é m.in. skuteczne, nietoksyczne wzgledem zdrowych
komodrek organizmu pacjenta oraz dobrze rozpuszczalne w wodzie, z drugiej strony, muszg byc¢
odpowiednio hydrofobowe, aby méc przenikngé przez btony komoérkowe do wnetrza komorki.
Pogodzenie wszystkich tych cech bywa trudne, dlatego ws$réd naukowcéw pojawita sie idea
nanonosnikéw lekow. Nosniki lekéw sg to zwigzki chemiczne, kiére majg za zadanie dostarczyc
czgsteczke aktywng do wybranego celu molekularnego w komorce. Proces selektywnego
dostarczenia leku do celu molekularnego mozna podzieli¢ na trzy etapy. Pierwszym z etapow,
majgcym miejsce w uktadach in vivo, jest dostarczenie koniugatu nosnika i leku do wybranego
miejsca w organizmie pacjenta. W kolejnym etapie nastepuje przenikanie btony komérkowej, a co za
tym idzie, wniknigcie uktadu nos$nik - lek do wnetrza komorki. Ostatnim etapem jest uwolnienie
czgsteczki aktywnej (leku) wewnatrz komorki, co jest mozliwe dzieki odpowiedniej strukturze
koniugatu, a szczegdlnie fgcznikowi nosnik — lek. Ogdlny schemat budowy takich uktadow

przedstawiono na rysunku 1 ponizej.

Rys.1. Ogdlna idea budowy uktadéw typu nosnik — lek [15]. Kazdy z takich uktadéw sktada sie z czasteczki

aktywnej, nosnika oraz odpowiedniego tgcznika.

Tak skonstruowany uktad moze poprawi¢ wiasciwosci leku takie, jak rozpuszczalno$¢, stabilno$é w
organizmie, selektywna toksycznos¢ wzgledem komorek patogendw, zdolnosS¢ przenikania przez

btony komérkowe.

2.1.1. tagczniki

tacznik moze miec¢ charakter stabilnego wigzania kowalencyjnego lub tgczy¢ lek i nosnik za
pomoca niekowalencyjnych oddziatywan. Popularnym w literaturze podejsciem jest strategia hydrolizy
tacznika pod wptywem okreslonych warunkéw srodowiskowych, co skutkuje uwolnieniem leku. Takie
rozwigzanie jest stosowane w przypadku, kiedy efekt terapeutyczny jest mozliwy tylko w momencie
dotarcia czgsteczki aktywnej do celu molekularnego. Uwolnienie leku wewnatrz komorki jest mozliwe

dzieki warunkom Ilub procesom tam zachodzgcym, takim jak: dziatanie wewngtrzkomadrkowych
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hydrolaz, srodowisko redukcyjne dzieki obecnosci glutationu lub $rodowisko o niskim pH, ktére
wystepuje w endosomach. Przyktady uktadéw nosnik - lek, ktérych komponenty potgczone sg réznego

rodzaju tgcznikami, przedstawiono na rysunku 2.
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Rys.2. Przyktady fgcznikdow uzywanych w uktadach noénik — lek [15].

tacznik w postaci mostka disiarczkowego obecnego w 5-tiolo-(2-nitrobenzoilu) (A) i w karbaminianie
o-ditiobenzylu (B) jest stabilny w ludzkiej surowicy. Dziala na zasadzie wymiany w reakcji z
glutationem w cytozolu. Estry (acyloksy)alkilowe (C) i ,trimethyl lock” (D) sg hydrolizowane przez
wewnatrzkomérkowe esterazy lub fosfatazy, co powoduje uwolnienie czgsteczki leku. Wigzanie

hydrazonowe (E) jest stabilne w pH 7, ale ulega rozpadowi w srodowisku o niskim pH.

Trimethyl lock (TML) jest pochodng kwasu o-hydroksy-di-hydro-cynamonowego, ktéra ulega
reakcji laktonizacji do di-hydro-kumaryny w warunkach fizjologicznych. Nazwa tego ugrupowania
pochodzi od trzech grup metylowych, ktére majg kluczowe znaczenie w dziataniu ugrupowania.
Pierwszym naukowcem, ktéry badat zastosowanie TML w prolekach byt Ronald Borchardt (asystent

Louisa A. Cohena, ktéry jako pierwszy przebadat mechanizm dziatania TML oraz okreslit jego
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kinetyke) [16]. Ogdlne dziatanie tego ugrupowania polega na uwolnieniu czgsteczki aktywnej (na rys. 3

oznaczonej jak X) pod wptywem redukujgcego czynnika.

szybka laktonizacja J -H,O

(0] (0]
2:.R=H
3:R=0H 5
O-\ /' Gl K OH
X i =X} \
4 HO <3
0 uwolnienie substancji o)
X=OR,SR,NHR B e X=OR,SR,NHR D
T enzymatyczny. chemiczny
=" lub fotochemiczny
(0) rozklad
Sy “ bl A
enzymatyczna. chemiczna ---
X lub fotochemiczna
redukcja
(0]
X=0R, SR,NHR A X=0R,SR,NHR C
Y =przykladowe ugrupowanie: karboksylowe,
fosforanowe

Rys.3. Ogdlna zasada dziatania TML. Czasteczka aktywna (X) zostaje uwolniona z uktadu pod wptywem

utworzenia pierscienia laktonowego [17].

Mechanizm dziatania TML polega na szybkiej laktonizacji kwasu o-hydroksy-di-hydro-cynamonowego
(rys. 3., 1) do dihydokumaryny (rys. 3., 2). Oddzialywania steryczne pomiedzy trzema grupami

metylowymi skutkujg takg konformacja, przy ktérej reakcja zachodzi bardzo szybko.

Szczegdlinym rodzajem mechanizmu dziatania TML jest hydroliza enzymatyczna pod wptywem
esterazy. W jego przypadku laktonizacja jest wyzwalana przez dziatanie esterazy, co powoduje
uwolnienie zwigzkéw przylgczonych do reszty kwasu karboksylowego. Pomimo, ze esterazy sag
wszechobecne w organizmie ludzkim, uwaza sie, ze hydroliza enzymatyczna zachodzi dopiero po
akumulacji zwigzkéw w tkance docelowej, poniewaz estry fenylowe TML sg bardziej stabilne ze
wzgledu na zawade przestrzenng [17]. Mechanizm dziatania hydrolizy enzymatycznej zwigzkéw TML

przy pomocy esterazy przedstawiono na rysunku 4.
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Rys.4. Mechanizm dziatania hydrolizy enzymatycznej TML pod wptywem esterazy [18]. Wskutek dziatania
esterazy nastepuje reakcja laktonizacji estru acetylowego TML (12), co wigze sie z uwolnieniem p-metoksyaniliny
(13) z ukfadu.

TML znalazt zastosowanie w konstrukcji prolekéw, sond i znacznikéw fluorescencyjnych oraz jako

przetgcznik biologiczny [16, 17].

Pierwszymi przyktadami zastosowania TML w nosnikach lekéw byly prace przedstawione przez
Borchardta i wspoétpracownikéw [18, 19, 20]. Z ich badan wynika, ze ester acetylowy TML (rys. 4, 12)
majgcy okres pottrwania ty, = 4039 min w buforze PBS ulega rozkfadowi do p-metoksyaniliny po
dodaniu do uktadu esterazy. Czas rozkfadu wynosi kilka minut. Naukowcy wykonali rowniez badania w
osoczu krwi ludzkiej. W tym przypadku okres poéttrwania wynidst t;, = 54 min. Dodatkowo badacze
wykazali, ze dodanie fluorofosforanu diizopropylu, ktéry jest inhibitorem esterazy, zwieksza czas

poéttrwania do ty, = 475 min.

Innym przyktadem prolekéw z TML jest praca Dilona i wspotpracownikéw, ktdrzy opracowali pochodng
gancyklowiru, ktdory ma dziatanie przeciwwirusowe [20]. Dotgczenie gancyklowiru do TML

spowodowato polepszenie biodostepnosci po podaniu doustnym z 3,6% do 15,5%.

taczniki TML zostaty uzyte rowniez w prolekach PEGylowanych. TML fgczy lek z rozpuszczalnym w
wodzie politlenkiem etylenu (PEG). Przyktadem takiego uktadu jest praca Greenwalda
i wspotpracownikéw, gdzie przedstawili wyniki dotyczgce PEGylowanej daunorubicyny [21]. Naukowcy
dotaczyli do grupy cukrowej daunorubicyny tgcznik TML a dalej potaczyli takg strukture do fancucha
PEG. Otrzymany zwigzek miat czas péitrwania t;, = 1,9 h w osoczu krwi szczurzej. Z ich pracy wynika,
ze uktad jest efektywny wzgledem nowotworéw podskoérnych oraz nowotworu sutka, prostaty

i jajnikow.

taczniki TML majg rowniez zastosowanie w projektowaniu zwigzkéw peptydowych. Sg stosowane w
celu zwiekszenia stabilnosci i efektywnosci przenikania do komérek odpowiednich zwigzkéw. W
przypadku lekéw peptydowych problemem sg peptydazy, ktére odpowiadajg za degradacje wigzan
peptydowych. Zapobiegniecie degradacji przez uzycie ugrupowania TML zostato zbadane przez
Borchardta i wspotpracownikow [22]. Badacze zaprojektowali uktad w ten sposob, ze N-koniec

peptydu zostat potgczony z C-konncem przy pomocy TML. Taki uktad uwalnia badany heksapeptyd pod
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wptywem esterazy. Dodatkowo naukowcy wykazali, ze takie rozwigzanie powoduje efektywniejsze niz

w przypadku natywnego peptydu wnikanie do komaérek Caco-2.

Ostatnim przytoczonym tu przyktadem jest praca Millera i Ji, ktérzy przedstawili wyniki dotyczace
koniugatu sideroforu i ciprofloksacyny z fgcznikiem TML [23]. Siderofory sg chelatami zelaza
uzywanymi przez bakterie jako jego zrodio, wiec uktad przedstawiony przez naukowcow byt
przyktadem strategii konia trojanskiego. Taki koniugat wykazat aktywnos¢ przeciwbakteryjng
wzgledem bakterii Gram-ujemnych P. aeruginosa. Ich dalsze prace réwniez dotyczyty koniugatéw
TML z ciprofloksacyng. Jednym z kolejnych badan jakie opublikowali byty wyniki dotyczgce N-
acylowanych pochodnych ciprofloksacyny z TML [24]. Z ich badan wynika, ze koniugaty z
ciprofloksacyng i TML wykazujg aktywnos$¢ wzgledem bakterii Gram-dodatnich.

2.1.2. Strategia konia trojanskiego

W literaturze mozna spotka¢ wiele rodzajow nos$nikéw lekéw, w tym m.in.: peptydy
penetrujgce (CPP), polimery, nanoczgstki metali i tlenkédw metali, dendrymery, liposomy, nanorurki,
cyklodekstryny, siderofory i wiele innych [25]. W niniejszej pracy skupiono sie na koniugatach z
udziatem trzech nosnikéw typu organicznego. Takie podejscie nazywane jest w literaturze strategig
konia trojanskiego. Polega ono na dotgczeniu aktywnej czasteczki do nosnika, ktéry jest molekutg
organiczng. W ten sposdb uktad imituje zwigzki nieszkodliwe dla drobnoustroju, co utatwia transport
czasteczki aktywnej do wnetrza komérki, a jednoczednie zmniejsza prawdopodobienstwo wystgpienia
cytotoksycznosci wzgledem komérek pacjenta ze wzgledu na brak dziatania o charakterze btonowym.
W kolejnych rozdziatach przedstawiono informacje dotyczace przebadanych przez autora nosnikow i

zwigzkdéw aktywnych dotgczonych do nich oraz zaprezentowano otrzymane wyniki.
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2.2. Nosniki lekow

2.2.1. Peptydy penetrujgce

Peptydy penetrujgce (dalej nazywane CPPs, ang. cell-penetrating peptides) sg to krétkie peptydy
sktadajgce sie z nie wiecej niz 30 reszt aminokwasowych. Ich podstawowg cechg jest zdolno$¢
wnikania i transportowania réznych czasteczek do wnetrza komoérek bez koniecznosci interakcji z
receptorami na powierzchni bton komérkowych. Mechanizm tego transportu moze by¢ zalezny lub
niezalezny od energii. Peptydy penetrujgce zostaty odkryte rownolegle przez dwie grupy badawcze w
1988 roku. Maurice Green i Paul Loewestein oraz Alan Frankel i Carl Pabo zaobserwowali, ze biatko
TAT wirusa HIV-1, transaktywator transkrypcji jest w stanie efektywnie przenikngé przez biony
komoérkowe i dosta¢ sie do wnetrza komérek ssaczych [26,27]. W dalszych badaniach nad
zaleznoscig pomiedzy strukturg biatka TAT a jego efektywnoscig wnikania do komorek, Park i
wspotpracownicy wykazali, ze kluczowy w procesie pokonywania bton komérkowych jest fragment
TAT 4957 [28]. Innym przyktadem peptydu penetrujgcego jest wyizolowany z Drosophilia melanogaster
w 1991 roku fragment biatka anntenapedia, ktéry réwniez byt w stanie przenika¢ do wnetrza komoérek
[29]. Peptydy penetrujgce sg w stanie transportowac czgsteczki takie, jak biatka, inne peptydy, DNA,
SiRNA oraz zwigzki terapeutyczne [30]. Charakteryzujg sie niskg toksycznoscig, tatwa
przyswajalnoscig dla roznych linii komoérkowych i szczepdw, efektywnoscig zalezng od dawki oraz
tym, ze rodzaj i rozmiar transportowanej czgsteczki nie ma znaczgcego wptywu na efektywnosé
transportu [31]. Najefektywniejsze peptydy zawierajg sekwencje dodatnio natadowanych
aminokwasow, w tym szczegdlnie argininy [31]. Ze wzgledu na wiasciwosci CPPs mozna podzieli¢ na
trzy gtéwne grupy — peptydy kationowe, amfipatyczne oraz hydrofobowe. Krétkg charakterystyke

kazdej z grup oraz przyktady zwigzkéw, ktére wchodzg w ich sktad przedstawiono w tabeli 1.

Tab.1. Klasyfikacja peptydéw penetrujgcych ze wzgledu na cechy fizyko-chemiczne wraz z przykladami zwigzkéw

kazdej z klas.

Klasa peptydéow | Cechy Przyktad
Kationowe - wykazujg dodatni tadunek wypadkowy TAT49-57,
— zawierajg w strukturze arginine i lizyne penetratyna,
poliargininy,

Vectocell® [32,33]

Amfipatyczne — skfadajg sie z regionoéw polarnych i niepolarnych MPG, Pep-1, TP10,

— poza argining i lizyng mogg zawiera¢ aminokwasy | p14, pVEC, MAP,
hydrofobowe takie, jak walina, leucyna, | P28 [34 — 37]
izoleucyna czy alanina

— dzielg sie na peptydy pierwszorzedowe,
drugorzedowe i te zawierajace proling

— mogg zawiera¢ fragmenty  umozliwiajgce
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dostarczenie tadunku do jadra komérkowego
(NLS, ang. nuclear localization signal)

— mogg mie¢ strukture a-helisy z fragmentami
hydrofobowymi i hydrofilowymi umieszczonymi po
przeciwnych stronach helisy lub B-kartki, ktére

utatwiajg pokonanie btony komoérkowe;j

Hydrofobowe — zawierajg gtéwnie domeny niepolarne (ujemny | C105Y, Pep-7 [38,
tadunek wypadkowy), co sprzyja pokonywaniu | 39]
btony komérkowej

— ich wnikanie do komoérek jest prawdopodobnie

niezalezne od energii

Pomimo, ze w literaturze jest wiele materiatdbw dotyczacych peptydéw penetrujgcych, ich
mechanizm wnikania do wnetrza komoérek nadal nie jest w petni zbadany. Wynika to z faktu, ze na
mechanizm wnikania ma wptyw wiele zmiennych — struktura peptydéw, wielkos¢, ich wiasciwosci
fizyczne i chemiczne jak réwniez stezenie i rodzaj transportowanej czgsteczki. Obecnie wiadomo, ze
peptydy penetrujgce mogg wnika¢ do komaérek na kilka roznych sposobéw. Dwa gtdwne mechanizmy
whnikania, to zalezna od energii endocytoza i niezalezna energetycznie bezposrednia translokacja. Na

rysunku 5 przedstawiono schematycznie oba procesy.

Bezposrednia
translokacja

Endocytoza
Endocytoza

Rys.5. Schemat proponowanych mechanizmdéw wnikania peptydéw penetrujgcych do wnetrza komorek.
Sposoby przechodzenia peptydu przez btony komdrkowe mogg by¢ podzielone na dwie grupy — bezposrednig

translokacje oraz endocytoze [40].
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Bezposrednia translokacja polega na przedostaniu sie peptydow penetrujgcych do wnetrza
komorki dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym pomiedzy dodatnio natadowanym peptydem i btong
komoérkowg o ujemnym tadunku. Dla wyttumaczenia jej mechanizmu sformutowano trzy modele:
model tworzenia poréw, model dywanowy oraz model odwréconych miceli. Formowanie poréw
nazywane inaczej modelem klepek beczki lub modelem poréw toroidalnych, polega na tworzeniu
kanatéw w dwuwarstwie lipidowej. Badania wskazujg na udziat w tym procesie grup guanidynowych,
kwasow ttuszczowych oraz pH btony komérkowej. Jedng z obserwaciji takich zaleznosci byty badania
Herce’a i wspotpracownikdw, ktorzy stwierdzili, ze przy wysokim pH kwasy tluszczowe wigzg grupy
guanidynowe CPP bedgce poza komodrka, co inicjuje powstawanie toroidalnych kanatéw [41]. Kontakt
z cytozolem powoduje uwolnienie peptydu i tym samym zamkniecie kanatu. Zjawisko zachodzi nawet
w niskich temperaturach i w obecnosci inhibitoréw endocytozy. Model dywanowy polega na ukfadaniu
sie czgsteczek CPP poziomo na powierzchni, co wptywa na jej przepuszczalnos¢ i ptynnosé. W tym
przypadku, oddziatywania peptyd — btona majg réwniez charakter elektrostatyczny. Miejscowy wzrost
stezenia peptydéw powoduje ich translokacje do wnetrza komaérki. W modelu odwréconych miceli, w
pierwszym etapie btona komoérkowa oddziatuje elektrostatycznie z peptydami, przez co zostaje
wygieta. Powoduje to utworzenie odwrdconej miceli. Nastepnie peptydy sa uwalniane z miceli pod

wpltywem zmian wtasciwosci fizycznych zachodzacych w ich wnetrzu.

W dalszych badaniach nad mechanizmem wnikania peptydéw penetrujgcych do komoérek,
stwierdzono, ze niektére z nich mogg wnika¢ do komérek na drodze endocytozy [42]. Endocytoza jest
to zalezny od energii proces zachodzgcy w kazdej zywej komorce. Polega na transportowaniu do
wnetrza komorki substancji chemicznych w pecherzykach lipidowych. Endocytoze mozna podzieli¢ na
fagocytoze, makropinocytoze, endocytoze zalezng od kaweoliny, endocytoze zalezng od klatryny,
endocytoze niezalezng od kaweoliny i klatryny. Jedng z watpliwosci zwigzanych z endocytozg
peptydéw penetrujgcych jest ich obecnos¢ Ilub mozliwosé wydostania sie z pecherzykéw
endosomalnych. Doktadny mechanizm opuszczenia przez peptydy pecherzykéw endosomalnych nie
jest znany, ale na podstawie wynikéw eksperymentéw zaproponowano kilka hipotetycznych modeli.
Pierwszy z nich moéwi o tym, ze witasciwosci fizyczne pecherzykéw endosomalnych mogg ulegaé
zmianie pod wptywem oddziatywan elektrostatycznych z peptydami, przez co btona pecherzyka staje
sie sztywniejsza. Na skutek tego btona peka i wypuszcza peptydy do wnetrza komérki [43]. Innym z
czynnikéw moze by¢ pH, ktére ma wptyw na oddziatywanie peptyd — btona oraz wielko$¢ i tadunek
przenoszonej substancji. Zatrzymanie tadunku transportowanego przez peptydy penetrujgce jest
znaczacym problemem w projektowaniu terapii opartych na nosnikach peptydowych, dlatego w
literaturze mozna znalez¢ materiaty dotyczgce rozwigzania tego problemu. Jednym z rozwigzan jest
wprowadzenie do peptydu domen wrazliwych na kwasowe pH pecherzykéw endosomalnych [44].
Innym zaproponowanym rozwigzaniem jest uzycie w podobny sposdb jak poprzednio fragmentéw
histydynowych, ktére adsorbujg protony przy niskim pH, co powoduje wzrost ci$nienia osmotycznego i
przerwanie btony [45]. Ciekawym rozwigzaniem réwniez w kontekscie tej pracy jest propozycja Ulo
Langela i wspotpracownikow, ktérzy wykorzystali PepFects (PFs), czyli peptydy pochodzace
pierwotnie z TP10, ktéry zostat opisany i zbadany w dalszej czesci tej pracy. Stearylacja na N-koncu

polepszyta wtasciwosci badanych peptydéw zwigzane z wydostaniem sie z pecherzyka
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endosomalnego. W ten sposob powstat rdzen, na ktérym bazowaty inne peptydy z tej grupy — PF6 czy
PF15 [46].

W literaturze mozna znalez¢ wiele przyktadéw prac dotyczacych koniugatow peptydéw ze
zwigzkami o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Przykladem takiej pracy moze by¢ publikacja
Ferreiry i wspotpracownikéw [47]. Przedstawiajg oni badania dotyczgce koniugatu peptydu
przeciwdrobnoustrojowego ubikwicydyny z kumaryng. Taki koniugat wykazywat dziatanie
przeciwgrzybowe wzgledem C.gatti oraz C.neoformas (MIC 0,04 — 0,18 pmol-mL'l) bardzo zblizone
do flukonazolu (MIC 0,003 — 0,15 umol-mL™"). Ponadto, koniugat efektywnie dziatat na szczep C.gatti
oporny na flukonazol (oznaczony w pracy jako L27/01F) oraz nie wykazywat wiasciwosci
cytotoksycznych wzgledem linii prawidlowych komoérek ptuc CCD-Lu ATCC CCL-210 w badanym

zakresie stezen.

Innym przyktadem moze by¢ praca Brezden i wspétautorow dotyczgca koniugatéw peptydu
penetrujgcego i przeciwdrobnoustrojowego P14LRR oraz kanamycyny [48]. Otrzymany zwigzek z
zatozenia miat wykazywaé synergistyczne dziatanie przeciwbakteryjne, poniewaz zaréwno nosnik w
postaci peptydu jak i zwigzek aktywny wykazywaty witasciwosci przeciwbakteryjne. Zaproponowany
koniugat rzeczywiscie wykazywat wlasciwosci przeciwbakteryjne wzgledem szeregu szczepéw w tym:
E.coli, S.aureus, M.tuberculosis, S.epidermidis w zakresie stezen MIC 0,12 — 2 uyM. Ponadto
zaprezentowany koniugat wnikat do komérek ssaczych, gdzie byt w stanie zwalcza¢ patogeny z grupy
Salmonella, Brucella, Shigella and Mycobacterium. Naukowcy potwierdzili rowniez jego wtasciwosci

przeciwbakteryjne in vivo na modelu C.elegans.

Ciekawym przypadkiem pracy nad peptydami o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym jest praca
Arnuscha i wspétpracownikéw [49]. Zaproponowali oni konigatu ultrakrotkich peptydéw oraz witaminy
E, cholesterolu oraz biotyny. Okazato sie, ze koniugaty z witaming E wykazujg wilasciwosci
przeciwgrzybowe (VitE-KkKK, C. albicans, MICs, = 3,12 pM), ale nie wykazujg wiasciwosci
przeciwbakteryjnych. Dalsze badania in vivo na modelu mysim wykazaty, ze koniugaty z witaming E
nie sg toksyczne w badanym zakresie stezen. Zwigzki podawano w dawce 9 mg/kg ciata cztery razy

przez 11 dni.

Jednym z najlepiej poznanych peptydéw penetrujgcych jest transportan 10 (TP10). Peptyd TP10
nalezy do grupy amfipatycznych peptyddéw penetrujgcych. Peptydy tej grupy wykazujg podobienstwo
do peptyddéw przeciwdrobnoustrojowych, majg wlasciwosci cytolityczne i cytotoksyczne [50]. TP10 jest
zbudowany z 21 reszt aminokwasowych, gdzie fragment 14 reszt aminokwasowych pochodzi z
mastoparanu — jadu osy Vespula lewisii, a fragment 6 reszt aminokwasowych z galaniny, ktéra jest
neuropeptydem wystepujgcym w ukfadzie nerwowym, przewodzie pokarmowym i trzustce. Te dwa
fragmenty potgczone resztg lizyny tworzg TP10 (AGYLLGKINLKALAALAKKIL - NHy).

Mechanizm dziatania TP10 zwigzany jest z jego strukturg. Peptyd ten zawiera dodatnio
natadowane aminokwasy, co skutkuje dodatnim tadunkiem peptydu + 5 w neutralnym pH. Giéwnym
zrodiem dodatniego fadunku sg reszty lizyny, ktére czesto wystepujg w strukturach peptydow

amfipatycznych czy przeciwdrobnoustrojowych. TP10 nie zawiera w swojej strukturze reszt argininy,
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ktére sg cechg charakterystyczng kationowych peptydow penetrujgcych. Yandek i wspétpracownicy
zbadali oddziatywania pomiedzy TP10 a sztuczng btong lipidowa [51]. Z ich badan wynika, ze peptydy
wigzg sie z zewnetrzng powierzchnig pecherzyka. Skutkuje to naciskiem na $ciany pecherzyka. W
dalszym etapie TP10 przenika do wnetrza btony. Kiedy stezenie po dwdéch stronach btony wyréwnuje
sie, nastepuje zatrzymanie transportu. Okazuje sie, ze istotng cechg w transporcie uktadéw z TP10
jest tadunek powierzchniowy btony komérkowej. Yandek i wspotpracownicy stwierdzili, ze uzyskane
przez nich wyniki mozna najlepiej zinterpretowaé na podstawie modelu dywanowego. Czasteczki
TP10 majg tendencje do réwnolegtego utozenia wzgledem btony pecherzykéw. Na podstawie danych
otrzymanych z symulacji komputerowych, analizy termodynamicznej i badan eksperymentalnych,
zespot zaproponowat model, ktoéry polega na prostej translokacji peptydéow do wnetrza pecherzykéw

lipidowych.

Istotnym elementem komérek grzybowych, ktéry ma wptyw na wnikanie i aktywnos$¢ koniugatéow TP10
jest $ciana komorkowa. Sciana komérkowa jest zbudowana z chityny, glukanéw, mannanéw i
glikoprotein, co jest dodatkowg przeszkodg dla peptydéw penetrujgcych. Kolejnym waznym aspektem
jest obecnos¢ wakuoli, ktére biorg udziat w szeregu procesoéw biologicznych w tym w endocytozie czy
zapewnieniu odpowiedniej rownowagi pH i soli. Zifan Gong i Amy J. Karlsson zbadali szereg peptydéw
penetrujgcych i ich zdolno$¢ do wnikania do komoérek grzybowych [52]. Okazuje sie, ze peptyd TP10
wnika zaréwno do komorek bakteryjnych, grzybowych jak i ssaczych. Potwierdzili, ze czym wiekszy
tadunek peptydu tym efektywniejsza translokacja do wnetrza komoérek. Jest to zgodne z
przewidywaniami, poniewaz reszty fosforanowe lipidow posiadajg tadunek ujemny, wiec wiekszy
tadunek dodatni powoduje silniejsze oddziatywanie elektrostatyczne miedzy btong a peptydem. Po
wniknieciu do komodrek peptydy umiejscowione sg w wakuolach lub cytozolu. Okazuje sie, ze
umiejscowienie peptydéw moze byé zwigzane z ich stezeniem. Przy nizszych stezeniach peptydy sg w
wakuolach. W wyzszych stezeniach sygnat fluorescencyjny zaobserwowano w cytozolu. Na podstawie
lokalizacji wakuol, braku destabilizacji btony oraz inhibicji wnikania w obecnosci azydku sodu oraz w
niskiej temperaturze naukowcy stwierdzili, ze TP10 wnika do komoérek grzybowych poprzez
endocytoze. Badania naukowcéw wskazujg rowniez, ze TP10 ma negatywny wptyw na zywotnosc

komorek ssaczych.

Natalia Nekhotiaeva oraz wspétpracownicy rowniez badali zachowanie TP10 wzgledem komorek C.
albicans [53]. Wykazali, ze peptyd jest w stanie wnikngé zarébwno do komoérek bakteryjnych jak i
grzybowych. Ponadto TP10 wykazuje aktywno$¢ przeciwbakteryjng i przeciwgrzybowg wzgledem S.
aureus i C. albicans. W obu przypadkach MIC byt réwny 4 yM. Naukowcy wykazali réwniez, ze TP10

ma znikome wtadciwosci hemolityczne w zakresie stezen przy ktérych wykazano jego dziatanie.

Julie Parenteau wraz z zespotem zbadata 20 peptydéw penetrujacych [54]. Badania zostaty
przeprowadzone zaréwno na komodrkach grzybowych jak i ssaczych. Okazato sie, ze jednym z
peptydow, ktére sg w stanie efektywnie pokonac¢ $ciane komoérkowag grzybdéw, jest peptyd TP10.
Dodatkowo, naukowcy wskazujg, ze TP10 jest rwnomiernie rozdyspergowane we wnetrzu komérek

grzybowych (zaréwno w cytozolu jak i jadrze).
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Eriksson i wspotpracownicy zbadali peptyd TP10 i peptyd MAP pod katem aktywnosci
przeciwbakteryjnej oraz wiasciwosci hemolitycznych i cytotoksycznych wzgledem komérek ssaczych
[55]. Z ich pracy wynika, ze peptyd TP10 nie wykazuje wtasciwosci hemolitycznych w zakresie stezen

hamujgcych wzrost komérek bakteryjnych oraz nie wptywa na zywotno$¢ komoérek ssaczych.

Ostatnim przyktadem badan nad mechanizmem wnikania, aktywnoscig biologiczng i
cytotoksycznoscig TP10 jest praca Jungiu Xie i wspoétpracownikéw [56]. Przedmiotem badan zespotu
byla aktywnos$¢ biologiczna TP10 wobec szczepdw bakteryjnych cechujgcych sie opornoscig
wielolekowg. Badania tego zespotu wskazujg, ze TP10 ma witasciwosci przeciwbakteryjne. Co
ciekawe, naukowcy wykazali, ze aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa TP10 wynika nie tylko z
przerwania ciggtosci btony komorkowej bakterii, ale rowniez z powodu wigzania sie¢ TP10 do

bakteryjnego DNA.

2.2.2. Parasole molekularne

Parasole molekularne to czgsteczki, ktdére potencjalnie mogg petni¢ role nosnikéw substancji
aktywnych. Zostaty zaproponowane przez Vaclava Janout, Marion Lanier i Stevena L. Regena w 1996
roku [57]. Zaprojektowanie ich struktury i tym samym dziatania bazowato na zasadzie dziatania
parasola. Czasteczka aktywna przymocowana do parasola jest izolowana od $rodowiska przez
ramiona parasola. Zaktada sie, ze parasol moze ,pokrywaé” hydrofilowe zwigzki i transportowac je
przez hydrofobowe bilony do wnetrza komdrek. Ogodlng strukture parasoli molekularnych

przedstawiono na rysunku 6.
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Rys.6. Schemat budowy najczesciej spotykanych w literaturze parasoli molekularnych [15]. Taka czgsteczka
skitada sie z dwdch ramion zbudowanych z kwaséw zoétciowych oraz spermidyny petnigcej role rdzenia. Grupa

aminowa spermidyny stuzy do dotgczenia czgsteczki aktywnej do tgcznika.

Parasole molekularne sktadajg sie z rdzenia i co najmniej dwdch czgsteczek amfifilowych, ktére
petnig role Scian. Czasteczkami petnigcymi takg role mogg by¢ kwasy zétciowe (np. kwas cholowy i
deoksycholowy). Najczesciej spotykane sg struktury dwuscienne, ale mozna spotkaé struktury
wyzszych rzedéw np. czteroscienne [58]. Struktury wieloscienne powstajg przy uzyciu L-lizyny, ktéra
tworzy nowe rozgatezienia dla kwasoéw zétciowych. Wykorzystanie ugrupowan sulfonowych pozwala
na otrzymanie struktur, ktére sg rozpuszczalne w Srodowisku wodnym. Strukture rdzenia tworzg
poliaminy takie, jak spermina i spermidyna. Do rdzenia parasola mozna przytgczac rézne czgsteczki
aktywne przy pomocy fgcznika. Przypomina to rodzaj ,rgczki” parasola. tgcznik umozliwia uwolnienie

czgsteczki aktywnej w okreslonych warunkach srodowiskowych.

Vaclav Janout wraz z zespotem zaproponowali potencjalny mechanizm wnikania otrzymanych parasoli

molekularnych do wnetrza komérek. Zostat on przedstawiony na rysunku 7.
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Rys. 7. Mechanizm przenikania parasoli molekularnych przez btony komdérkowe [59]. Polega on na zmianie
konformacji parasola z otwartej na zamknietg i odwrotnie w zaleznosci od otaczajgcego srodowiska tak, aby

sprawnie przetransportowac¢ czgsteczke polarng na drugg strone btony komérkowe;.

Zaproponowany mechanizm polega na zmianie konformacji parasola w zaleznosci od
otaczajgcego go srodowiska [59]. W momencie, kiedy parasol znajduje sie w srodowisku polarnym,
hydrofilowa strona parasola zostaje wyeksponowana, a transportowana czgsteczka polarna nie jest
odizolowana od $rodowiska. Jesli parasol znajdzie sie w s$rodowisku niepolarnym, zmienia sie
konformacja i tym razem hydrofobowa czes$¢ parasola zostaje wyeksponowana, a transportowana
czgsteczka polarna zostaje odizolowana od niesprzyjajacego srodowiska. Zdaniem autoréw, pozwala

to na transport polarnych czgsteczek przez niepolarne btony komaérkowe.

Vaclav Janout ze wspdtpracownikami wykonali szereg badan majgcych na celu sprawdzenie, czy
parasole molekularne majg zdolnos¢ do przenikania przez sztuczne btony lipidowe [60, 61, 62]. Zespot
zbadat zaréwno parasole dwuscienne jak i cztero$cienne z dotgczonym glutationem. Naukowcy
dotagczyli do parasoli ATP i AMP [63, 64]. W obu przypadkach, czgsteczki dotgczone do parasoli
petnity role sondy, dzieki ktérej mozna bylo oceni¢ efektywnos$é wnikania parasoli do wnetrza
sztucznych pecherzykéw. Na podstawie przeprowadzonych badan, badacze stwierdzili, Zze oba

rodzaje parasoli sg w stanie pokonaé sztuczne btony fosfolipidowe poprzez mechanizm dyfuzji
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pasywnej. Potwierdzili to rowniez w pdzniejszych badaniach transportu oligonukleotydow przez btony

fosfolipidowe bogate w cholesterol [65].

Kolejnym etapem badan parasoli molekularnych bylo sprawdzenie, czy sg one w stanie
przenikng¢ przez btone komérkowg. Mohamed Mehiri i wspotpracownicy zsyntezowali odmioscienne
parasole molekularne znakowane kumaryng 343, a nastepnie wykonali szereg obserwaciji
mikroskopowych komoérek z linii HeLa oraz Ca Ski [66]. Ich badania wykazaty, ze parasole
molekularne sg w stanie przej$¢ przez btone komérkowag zywych komoérek ssaczych. Okreslili rowniez,
ze mechanizm, ktéry zachodzi w trakcie transportu to transport pasywny. Wyniki badan tej grupy
badawczej moga oznaczaé, ze parasole molekularne mogg by¢ potencjalnymi nosnikami lekow,

poniewaz sg w stanie wnikng¢ do wnetrza zywych komorek.

Ze wzgledu na temat niniejszej rozprawy, warto wspomnie¢ o badaniach Vaclava Janouta i
wspotpracownikéw, ktore dotyczyly koniugatdw makrolidowych antybiotykéw polienowych i parasoli
molekularnych [67]. Grupa badaczy przedstawita wyniki dotyczace wiasciwosci fizyko-chemicznych,
aktywnosci przeciwgrzybowej, wtasciwosci hemolitycznych oraz cytotoksycznosci koniugatéw parasoli
molekularnych z amfoterycyng B lub nystatyng. Uwaza sie, ze toksycznos¢ amfoterycyny B wzgledem
komodrek ssaczych wynika z jej agregacji w $rodowisku wodnym [68]. Dlatego naukowcy
zaproponowali zastosowanie parasoli molekularnych w celu zapobiegniecia agregacji makrolidow
polienowych i tym samym obnizeniu ich cytotoksycznosci. Ze wzgledu na blonowy charakter dziatania
makrolidow polienowych, zaproponowane parasole miaty pozostawaé w lub na powierzchni btony i nie
uwalnia¢ czgsteczki aktywnej ani nie trafia¢ do wnetrza komérek grzybowych. Opisane czgsteczki

przedstawiono na rysunku 8.
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Rys.8. Koniugaty parasoli molekularnych i amfoterycyny B [67]. 1 — parasol dwuscienny, 2 — parasol

czteroscienny, 3 — Fmoc — karbaminian amfoterycyny B, X — Cascade Blue

Z badan Vaclava Janouta i wspotpracownikow wynika, ze koniugaty dwusciennych parasoli
molekularnych z amfoterycyng B wykazujg poréwnywalng z samg amfoterycyng B aktywnos$c
przeciwgrzybowg wzgledem szczepdw C. albicans, C. glabrata, C. neoformans i C. gatti. Takze
krytyczne stezenie agregacji koniugatéw w roztworze wodnym jest zblizone do krytycznego stezenia
agregacji amfoterycyny B. Co ciekawe, pomimo podobnych stezeh agregacji, okazato sig, ze parasol
molekularny z amfoterycyng B ma duzo stabsze wtasciwosci hemolityczne niz natywna amfoterycyna
(EHso = 375 uM wobec EHsq = 4 uM). Koniugaty te wykazywaty takze duzo nizszg od amfoterycyny B

cytotoksycznos¢ wzgledem linii komorkowej HEK293 T.

2.2.3. Zwigzki o charakterze lipidowym

Ostatnig grupg nos$nikébw sag zwigzki o charakterze lipidowym. Koniugaty lipidowe stuzg do
transportu hydrofilowych lekéw. Ich wtasciwosci pozwalajg na zwiekszenie efektywnosci transportu
zwigzku aktywnego przez btone komoérkowg. Koniugaty o charakterze lipidowym skfadajg sie ze
zwigzku aktywnego kowalencyjnie lub niekowalencyjnie dotgczonego do fancucha weglowodorowego
lub innego ugrupowania hydrofobowego w sposob bezposredni lub posredni przy pomocy tagcznika.

Taki prolek jest substancjg nieaktywng farmakologicznie do momentu, az ulegnie w organizmie reakcji
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enzymatycznej, wskutek ktérej czgsteczka aktywna ulegnie uwolnieniu. Ogdélng strukture takiego

koniugatu przedstawiono na rysunku 9.

tacznik |

Rys.9. Ogdlna struktura koniugatu o charakterze lipidowym. Taki uktad sktada sie ze zwigzku aktywnego, tgcznika

i ugrupowania lipofilowego np. fancucha weglowodorowego.

Glownym zadaniem takiego koniugatu jest transport zwigzku aktywnego do wnetrza komoérki, co
polepsza biodostepnos¢ i docelowo poprawia efekt terapeutyczny dostarczanego leku. Dzieki takiej
strategii hydrofilowy zwigzek aktywny na czas transportu zamieniany jest w nierozpuszczalng w
wodzie forme lipidowa. W ten sposéb zmniejsza sie jego rozpuszczalnosé w wodzie, a zwieksza
rozpuszczalnos$¢ w ttuszczach. Dotgczenie lipofilowego ugrupowania do hydrofilowego leku skutkuje
otrzymaniem amfifilowej czasteczki. Takie czasteczki efektywniej przenikajg przez btony komérkowe
niz zwigzki hydrofilowe, poniewaz btony komérkowe zbudowane sg z dwuwarstwy lipidowej, ktdra
wiasciwosciami przypomina koniugat lipidowy. Przykladem modyfikacji prowadzgcej do otrzymania
koniugatu lipofilowego moze by¢ dotgczenie hydrofilowego leku do kwasow ttuszczowych, steroiddw,
gliceryddéw czy ugrupowan fosfolipidowych [69], ktérych schematy zostaty przedstawione na rysunku

10.

31


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

B. i
Nes
P00
C.
Mj\ _F_ ==
0.

Rys.10. Przyktadowe struktury koniugatow lipidowych. A. Koniugaty z kwasami ttuszczowymi. B. Koniugaty

ze steroidami. C. Koniugaty z glicerydami. D. Koniugaty z fosfolipidami [70].

Lipidowe koniugaty hydrofilowych lekéw, ze wzgledu na swoje wtadciwosci, mogg ulega¢ procesom
samoorganizacji. Samoorganizacja w $rodowisku wodnym polega na spontanicznym tworzeniu
agregatéw, miceli czy liposomdéw pod wptywem oddziatywan hydrofobowych. Molekuty starajg sie
odizolowa¢ od siebie czgsteczki wody. Przykladem struktur, ktére ulegajg takiemu zjawisku mogg byé
koniugaty ze skwalenem. Pod wptywem s$rodowiska polarnego takie koniugaty tworzg samoistnie
nanoczgstki i wieksze struktury. Koniugat skwalen — gemcytabina samoorganizuje sie w struktury, w
ktérych gemcytabina znajduje sie wewnatrz, a skwalen tworzy ochronng powtoke dookota leku [69].

Dodatkowo koniugat wykazuje wtasciwosci przeciwnowotworowe.

Jak sie okazuje, niektére z koniugatow typu A (rys.10) zostaty zaakceptowane przez FDA (Agencja
Zywnosci i Lekéw, ang. Food and Drug Administration). Takimi przyktadami sg dekanian haloperydolu

czy dekanian flufenazyny bedace lekami przeciwpsychotycznymi [71].

Przyktadem kolejnego koniugatu lipidowego jest praca Olbrich i wspotpracownikow [72, 73].
Koniugat miat za zadanie dostarczy¢ lek na $pigczke afrykariskg spowodowang ugryzienem much
Tse-Tse a dokfadniej wiciowcami Trypanosoma brucei. Takie ugryzienie skutkuje infekcjg centralnego
uktadu nerwowego, wiec zadaniem koniugatu byto przekroczenie bariery krew-mézg. Koniugat

zawieral w swojej strukturze diminazen, ktoéry jest lekiem pierwotniakobodjczym. Naukowcy z sukcesem
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otrzymali zaprojektowane koniugaty oraz uzyskali wyniki $wiadczgce o pomysinym transporcie

koniugatu przez bariere krew-mdzg.

Innym przyktadem jest praca Bery i wspotpracownikéw [74]. Ich badania dotyczyty lipidowych
koniugatéow antybiotykéw glikozydowych o dziataniu przeciwbakteryjnym. Taki koniugat sktadat sie z
aminoglikozydu o dodatnim fadunku oraz dotgczonego ugrupowania o charakterze hydrofobowym. Do
badania wybrano neomycyne oraz ugrupowania, ktére byty pochodnymi kwaséw ttuszczowych,
cholesterolu oraz pirenu. Takie koniugaty zwiekszaty efektywno$¢ transportu leku do wnetrza komérek
bakteryjnych. Okazato sie, ze zwigzki sg bardziej skuteczne w przypadku bakterii Gram-dodatnich.
Naukowcy stwierdzili, ze zewnetrzna btona bakterii Gram-ujemnych stanowi bariere ochronng przed
lipidami polikationowymi, ale $ciana komoérkowa bakterii Gram-dodatnich moze adsorbowaé i
przepuszczacé lipidy kationowe do btony wewnetrznej. Krotsza dlugosé tancucha weglowodorowego
lub zastosowanie aromatycznych lub opartych na cholesterolu ugrupowan zwykle powoduje stabsze

dziatanie wzgledem bakterii Gram-dodatnich.

Powyzsze wnioski mogg by¢ potwierdzeniem dokonan naukowcoéw badajgcych w przesziosci
przeciwdrobnoustrojowe wiasciwosci kwasow ttuszczowych (ktére w niniejszej pracy petnig role
nosnikéw). Pierwszym naukowcem, ktéry zaprezentowat prace sugerujgcg przeciwdrobnoustrojowe
dziatanie kwasow ttuszczowych byt Burtenshaw [75]. Dalsze badania wykazaty, ze kwasy ttuszczowe
o dlugich fancuchach weglowodorowych (16-20 atomoéw wegla) rzeczywiscie moga wykazywac
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [76-80]. Dodatkowo Drake i wspotpracownicy przedstawili wyniki
Swiadczace o tym, ze sfinozyna bedgca aminoalkoholem o osiemnastu weglach wykazuje wtasciwosci

przeciwgrzybowe (MIC wzgledem C.albicans 6-10 ug/ml) [81].
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2.3. Mechanizmy dziatania inhibitoréw enzymatycznych, sktadnikéw koniugatéw bedacych
przedmiotem badan

2.3.1. Mechanizm dziatania kwasu N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowego

W terapiach przeciwgrzybowych czesto gtéwnym problemem jest toksyczno$é zwigzana z
brakiem selektywnos$ci dziatania leku wzgledem komodrek gospodarza. Dlatego wazne jest, aby
znalez¢ odpowiednie réznice miedzy komérkami atakujgcego mikroorganizmu a komérkami pacjenta.
Syntaza glukozamino-6-fosforanu jest enzymem biorgcym udziat w syntezie aminocukréw, bedgcymi
sktadnikami waznych polisacharydow sciany komérkowej czyli chityny i mannoprotein. Enzym ten
katalizuje pierwszy etap syntezy UDP-N-acetyloglukozaminy (dalej nazywanej UDP-GIcNAC).
Glukozamino-6-fosforan jest przeksztatcany w kolejnych etapach w UDP-GIcNAc, ktéry jest gtéwnym

substratem w biosyntezie polisacharydéw $ciany. Opisywany szlak przedstawiono na rysunku 11.

GLUKOZA
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Rys.11. Szlak biosyntezy aminocukréw [82]. Czerwong przerywang linig zaznaczono etap przeksztatcenia

fruktoro-6-fosforanu w glukozamino-6-fosforan.

Substratami syntazy glukozamino-6-fosforanu sg D-fruktozo-6-fosforan i L-glutamina. Schemat

katalizowanej rekcji przedstawiono na rysunku 12.
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Rys.12. Reakcja katalizowana przez syntaze GIcN-6-P [83].

Enzym ten wystepuje zarowno w komaérkach ludzkich jak i grzybowych, jednak jakosciowo rézne
konsekwencje zahamowania jego aktywnosci stanowig podstawe selektywnej toksycznosci inhibitorow
tego enzymu. W przypadku inhibicji syntazy GIcN-6-P w komoérkach grzybowych zachodzi zmiana
morfologiczna, aglutynacja a nastepnie liza komorki. Dla ssakow ta inhibicja nie jest grozna ze
wzgledu na dtuzszy cykl zyciowy komoérki i szybszg ekspresje gendw kodujgcych enzym. Skutecznym
inhibitorem syntazy GIcN-6-P jest otrzymany w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii analog L-
glutaminy - kwas N3-(4-metoksyfumaroilo)-L-2,3-diaminopropanowy (FMDP). Strukture FMDP

przedstawiono na rysunku 13.

OCH,

Rys.13. Struktura FMDP

FMDP jest analogiem glutaminy i petni role nieodwracalnego inhibitora blokujacego N-koncowg
domene enzymu przylgczajgcg w normalnych warunkach glutamine. Inhibicja tego enzymu zachodzi
poprzez kowalencyjng modyfikacje jego grupy sulfhydrylowej w centrum aktywnym enzymu, co blokuje
produkcje makroczgsteczek zawierajgcych aminocukry. Dezaktywacja nastepuje poprzez wigzanie
kowalencyjne z grupami sulfhydrylowymi cysteiny za posrednictwem addycji Michaela [5]. Co ciekawe,
FMDP wykazuje selektywnos¢ wzgledem syntazy glukozamino-6-fosforanu i nie taczy sie z innymi
enzymami tej grupy (amidotransferazami). Jest to zwigzane z réznicg geometrii pomiedzy pozostatymi
enzymami a badang syntazg GIcN-6-P [84]. Nalezy zauwazy¢, ze FMDP skutecznie hamuje
aktywnos¢ syntazy GIcN-6-P. Jednak jego wartos¢ MIC wobec komérek C. albicans przekracza 200

pg/ml, co jest spowodowane utrudnionym transportem tego zwigzku do wnetrza komaérek grzybowych.

Znacznie wyzszg od FMDP aktywnos$¢ przeciwgrzybowg wykazujg di- i tripeptydy zawierajagce ten
aminokwas, szczegolnie Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP [85]. Pierwszy z tych zwigzkéw bardzo silnie

hamuje wzrost komérek Candida albicans wielolekoopornych z uwagi na nadekspresje genéw CDR1 i
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CDR2 [86]. FMDP-peptydy sg transportowane do komoérek przez permeazy oligopeptydowe, a
wewnatrz hydrolizowane przez peptydazy z uwolnieniem FMDP. Istotng ich wadg jest indukowanie
swoistej opornosci komérek grzybowych [87]. Poprawe aktywnosci przeciwgrzybowej FMDP uzyskano

takze w wyniku przeksztatcenia tej czasteczki w estry acetoksymetylowe [88].

Kolejnym przyktadem zastosowania uktadu FMDP:nos$nik byty koniugaty opisane w pracy Pawlak
i wspotpracownikéw [89]. Wyniki badan przedstawione w tej pracy dotyczg modyfikacji FMDP, ktore
prowadzg do zwiekszenia jego lipofilowosci. Otrzymane struktury byly estrowymi pochodnymi FMDP z
grupg ketonowag lub amidowg. Otrzymane zwigzki wykazywaty witasciwosci przeciwgrzybowe
wzgledem szczepu C. albicans ATCC 10231 i nie wykazywaty lub wykazywaty stabe wiasciwosci
przeciwbakteryjne. Najlepsze wiasciwosci przeciwgrzybowe wykazywaty estrowe pochodne FMDP z
ugrupowaniem ketonowym (MICsq wzgledem C.albicans wynosit 0,25 — 0,5 pg/ml). Dodatkowo ICx
wspomnianych zwigzkéw okreslone jako zdolnos¢ inhibitora do 50% inhibicji enzymu, byto bardzo
podobne do ICs, samodzielnego FMDP (odpowiednio ok. 5 pyM i 4 puM). Zastosowanie w tym
przypadku modyfikacji o charakterze estrowym miato taki sam cel i przestanke jak zastosowanie

modyfikacji o charakterze lipidowym opisane w poprzednim rozdziale.

Ostatnim przyktadem zastosowania koniugacji FMDP z nanono$nikami jest podej$cie opisane w
pracy Schielmann i wspotpracownikow [90]. W tym przypadku otrzymano i zbadano koniugaty
oligopeptydéw petnigcych role nosnika oraz FMDP jako inhibitora o potencjalnym dziataniu
przeciwgrzybowym. Oligopeptydy przytagczane do FMDP opisane w tej pracy byly dotychczas
uwazane za tzw. "mate peptydy penetrujgce”. Koniugaty tych oligopeptydéw z FMDP wykazaty silne
dziatanie przeciwgrzybowe, jednakze okazato sie, ze wnikajg one do komodrek grzybowych za
posrednictwem permeaz oligopeptydowych, zatem oligopeptydy wykorzystane jako nosniki, nie sg

klasycznymi CPP.
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2.3.2.  Mechanizm dziatania cispentacyny

Cispentacyna jest cyklicznym [3-aminokwasem, ktéry pierwszy raz wyizolowano z B. cereus i S.
setonii [7]. Udowodniono, ze wykazuje wtasciwosci przeciwgrzybowe w uktadach in vivo. Mechanizm
jej dziatania przeciwgrzybowego polega na inhibicji syntetazy izoleucylo-tRNA i syntetazy prolylo-
tRNA, co powoduje zaburzenie syntezy biatek w komérkach grzybowych. W ten sposob wzrost
komorki zostaje zablokowany i nastepuje jej $mier¢. Strukture czgsteczki przedstawiono na rysunku
14.

NH,

HO

Rys.14. Struktura chemiczna cispentacyny.

Transport czgsteczki cipentacyny do wnetrza komorki grzybowej nastepuje poprzez permeazy
aminokwasowe, szczegdlnie permeazy prolinowe. Cispentacyna charakteryzuje sie dobrg
rozpuszczalnoscig w wodzie oraz amfoterycznoscia. Jej ICs i IC199 Wzgledem C. albicans obejmuje

odpowiednio zakresy 6,3 - 12,5 oraz 6,3 - 50 pg/ml [91].

2.3.3.  Mechanizm dziatania chemoterapeutykéw chinolonowych

Fluorochinolony tgczg sie specyficznie zaréwno z gyrazg DNA i samym DNA oraz topoizomerazg
IV. Wskutek takiej stabilizacji kompleksu gyraza-DNA przesuniecie widetek replikacyjnych zostaje
zaburzone i nastepuje smieré komérkowa. Zwigzki chinolonowe to chemoterapeutyki, ktére sg szeroko
stosowane w infekcjach bakteryjnych. Dziatajg na zasadzie inhibicji bakteryjnej topoizomerazy Il i
topoizomerazy IV. Wspotczesnie najczesciej stosuje sie fluorochinolony 1l i [l generaciji.
Fluorochinolony Il generaciji takie jak ciprofloksacyna, sg aktywne wobec bakterii G(-). Fluorochinolony
lll generacji (np. lewofloksacyna) sg aktywne wobec bakterii G(+), ale kosztem aktywnosci wobec

bakterii G(-). Strukture lewofloksacyny i ciprofloksacyny przedstawiono na rysunku 15i 16.
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Rys.16. Struktura lewofloksacyny.

Struktura chinolonéw jest oparta na pierscieniu 4-chinolonu. Sg to pochodne kwasu
chinolinokarboksylowego, ktéry w pozycji 4 bicyklicznego heteroaromatycznego pierscienia zawiera
grupe karbonylowa, a w pozycji 3 - karboksylowg. Ich gtdwne witasciwosci fizyko-chemiczne to
lipofilowos¢, amfoterycznos$¢ i staba rozpuszczalno$¢é w wodzie. Chinolony wykazujg dziatanie
przeciwbakteryjne. Ich aktywno$é polega na zmianie orientacji przestrzennej nici, co utatwia
kopiowanie materiatu genetycznego. Poza gyrazg DNA, chinolony blokujg rowniez topoizomeraze 1V,
ktéra ma za zadanie uwolnienie potomnych chromosoméw oraz ich rozluznienie i petne
uksztattowanie. Na rysunku 17 przedstawiono ogodlng strukture fluorochinolonéw [92]. Uwaza sie, ze
pozycja 7 jest miejscem oddziatywania czgsteczki z gyrazg DNA [93, 94].

Rys.17. Ogdlna struktura fluorochinolonéw [92]. Uwaza sie, ze pozycja 7 jest miejscem oddziatywania z
gyraza DNA [93, 94].

Chinolony sg stezeniozalezne, co oznacza, ze stosuje sie ich wysokie stezenia przez krotki czas.
Dos¢ powszechnym zjawiskiem jest nabywanie opornosci przez drobnoustroje na dziatanie tych

chemoterapeutykéw. W przypadku nabycia opornosci wzgledem dziatania jednego fluorochinolonu,
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wystepuje opornos¢ na reszte zwigzkéw z danej grupy. Ze wzgledu na doniesienia o niepozgdanych
skutkach ubocznych gtéwnie zwigzanych z uktadem miesniowym, zaleca sie stosowanie

fluorochinolondw jedynie w skrajnych przypadkach.

Poza wczes$niej przytoczonymi przyktadami zastosowania fluorochinolonéw w leczeniu infekcji
grzybowych lub bakteryjnych, mozna wskaza¢ rowniez inne prace na ten temat obecne w literaturze

naukowej.

Przyktadem ciekawej pracy mogg by¢é badania Gu i wspétpracownikow, ktérzy otrzymali koniugaty
mikonazolu i ciprofloksacyny [95]. Taki rodzaj koniugatu miat za zadanie wykaza¢ dziatanie
synergistyczne. Otrzymane zwigzki zbadano wzgledem szczepdw bakteryjnych i grzybowych. Okazato
sie, ze jeden ze zwigzkéw wykazat lepsze witasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe niz

odpowiednio ciprofloksacyna lub mikonazol.

Innym przyktadem jest praca Xiao i wspotpracownikéw, ktora dotyczyta przeciwdrobnoustrojowego
dziatania koniugatow ciprofloksacyny i naringeniny [96]. Naukowcy wykazali, ze otrzymane przez nich
zwigzki wykazujg aktywnosé zaréwno przeciwbakteryjng jak i przeciwgrzybowg. Zatem po raz kolejny
okazato sie, ze odpowiednia modyfikacja ciprofloksacyny (w tym przypadku dotgczenie jej do inhibitora
pompy efluksowej) moze prowadzi¢c do uzyskania zwigzku o $wietnych wiasciwosciach

przeciwgrzybowych.

Zespot Juarez-Hernandeza zaproponowat koniugat ciprofloksacyny z sideroforem, gdzie czesci
koniugatu byty ze sobg potgczone ugrupowaniem maleimidowym [97]. Taki zwigzek wykazywat
wiasciwosci przeciwbakteryjne m.in. wzgledem S. aureus (MIC = 31,25uM). Innym przyktadem
koniugatow fluorochinolonéw z sideroforami jest praca Ji i Millera [98]. W tym przypadku zastosowano
tacznik typu ,trimethyl-lock”. Okazato sie, ze koniugaty zawierajgce w swojej strukturze taki tgcznik,
ktéry pod wptywem redukujgcych warunkéw $rodowiska miat za zadanie uwalniaé czasteczke

antybiotyku z uktadu, wykazywat bardzo dobre wtasciwosci przeciwbakteryjne.

Przypuszcza sie zatem, ze chinolony mogg mie¢ réwniez zastosowanie w infekcjach grzybiczych,
stad dwa z nich — ciprofloksacyna i lewofloksacyna — zostaty przebadane przez autora w ramach

niniejszego doktoratu [99].
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2.4. Mechanizm dziatania innych zwigzkéw uzytych w badaniach

2.4.1. Mechanizm dziatania makrolidowych antybiotykéw polienowych

Makrolidowe antybiotyki polienowe to antybiotyki przeciwgrzybowe, ktére sktadajg sie z
wieloczionowego pierscienia z chromoforowym fragmentem polienowym. Czlonami takiego
pierscienia, poza sztywnymi fragmentami polienowymi, sg elastyczne hydrofilowe fragmenty z grupami
hydroksylowymi i ketonowymi. Opisywane cziony sg utozone wzgledem siebie w sposob
naprzeciwlegly. Wiekszo$¢ polienédw ma charakter amfoteryczny. Ponizej przedstawiono czasteczke

amfoterycyny B, ktéra jest sztandarowym przyktadem antybiotyku polienowego.

Rys.18. Czasteczka amfoterycyny B.

Obecnosé¢ hydrofilowych i hydrofobowych fragmentéw pozwala na wykorzystanie w terapiach
przeciwgrzybowych zwigzanych z nimi wiasciwosci. Im pierscien wystepujgcy w czasteczce
antybiotyku jest wiekszy i ma wiekszy stopien nienasycenia, tym antybiotyk ma lepsze wtasciwosci
przeciwgrzybowe. Najwiekszg aktywnos¢ przeciwgrzybowg wykazujg zwigzki z fancuchem bocznym z
aming aromatyczng. Niestety z wysokg aktywnoscig przeciwgrzybowg wigze sie wieksza toksycznosc
wzgledem komoérek ssaczych. Przyktadowo amfoterycyna B powoduje hepatotoksyczne i
nefrotoksyczne dziatania niepozgdane. Antybiotyki polienowe najczesciej dzieli sie ze wzgledu na ilosé
podwdjnych wigzan w czgsteczce. W ten sposdéb mozna wyréznié: trieny, tetraeny, pentaeny,
heksaeny i heptaeny. Wystepujg rowniez czgsteczki o dwoch lub odmiu wigzaniach podwdjnych

odpowiednio: monorden i epirodyna. Najczesciej wykorzystywane sg tetraeny i heptaeny.

Pod wzgledem biologicznym makrolidowe antybiotyki polienowe wykazujg aktywnos$¢ w stosunku
do znacznej czesci grzybow, drozdzakow i pierwotniakédw. Przeciwgrzybowy mechanizm dziatania
polienéw polega na wigzaniu sie ze steroidami bedacymi w btonie komodrkowej grzybow np. z
ergosterolem. Prowadzi to do zwiekszenia przepuszczalnosci btony wzgledem jondéw potasu i
aminocukrow z wnetrza komoérki. W konsekwencji powoduje to zaburzenie proceséw metabolicznych i
Smier¢ komorki. Oddziatywanie pomiedzy czgsteczkg antybiotyku i sterolu polega na powstaniu
kompleksu potgczonego ugrupowaniem chromoforowym, ktére jest stabilizowane gtéwnie przez sity
hydrofobowe. Drugim mechanizmem dziatania jest tworzenie wigzania wodorowego pomiedzy polarng

czescig pierscienia i grupg hydroksylowg sterolu. Opisywang sytuacje przedstawia rysunek 19.
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Rys.19. Schematyczny mechanizm dziatania amfoterycyny B. Czgsteczka taczy sie z ergosterolem i tworzy

kanat w btonie komdrkowej, ktéry powoduje wyptyw jonéw i substancji odzywczych [100].

Tworzenie kompleksu antybiotyk - sterol jest mozliwe w stosunku 1 mol sterolu do 1 mola
antybiotyku lub 2 mole sterolu do 1 mola antybiotyku. W konsekwenciji tworzenie kompleksu powoduje
zmiane pofozenia sterolu, a wiec zaburzenie struktury i funkcjonowania btony komérkowej — wyciek
istotnych sktadnikow cytozolu. Najpierw na zewnagtrz komorki wydostajg sie jony potasu, a nastepnie
jony o wiekszej srednicy, czgsteczki obojetne i makroczgsteczki. Niestety w stosowaniu antybiotykéw
polienowych w przypadku zachorowan na grzybice uktadowe wystepujg znaczgce problemy. Nalezy
zauwazyé, ze w komodrkach ssaczych rowniez wystepujg steroidy (np. cholesterol). Stad wynika
toksycznos¢ antybiotykéw polienowych wzgledem komorek ludzkich. Zatem pierwszym problemem
jest bardzo niska selektywnos¢ wzgledem komorek grzybowych (a nie ssaczych), co skutkuje
znaczgcyg toksycznoscig wzgledem komoérek zainfekowanego organizmu. Drugim, mniej znaczgcym
problemem jest nierozpuszczalnos¢ makrolidéw polienowych w wodzie. Jest to problem o tyle istotny,
ze toksycznosé wzgledem komoérek ssaczych zwigzana jest z tworzeniem agregatow tych czgsteczek
w $rodowisku wodnym, dlatego te dwa problemy sg kluczowe w pracach nad udoskonaleniem i

ulepszeniem skutecznosci terapii przeciwgrzybowych.

Dodatkowo mozna przytoczy¢ prace Shu i wspotpracownikéw, ktdrzy przedstawili wyniki dotyczace
koniugatéw hydrozeli z amfoterycyng B [101]. Otrzymane koniugaty wykazywaty aktywnosc¢
przeciwgrzybowag wzgledem komoédrek C. albicans porownywalng do amfoterycyny B. Dodatkowo

wykazywaly lepsze wiasciwosci zwigzane z biokompatybilnoscig i biodegradowalnoscia.

Innym przykladem zastosowania koniugatéw makrolidowych antybiotykéw polienowych moze byc¢
praca Gurudevana i wspotpracownikéw dotyczgca koniugatéw amfoterycyny B i albuminy [102]. Z ich
badan wynika, ze tak otrzymany koniugat jest lepiej rozpuszczalny w wodzie niz natywny antybiotyk.
Nie wykazywat rowniez cytotoksycznosci wzgledem linii komérkowej HEK 293T w badanych
zakresach stezen (do ok. 30 pg/ml AmB) oraz nie wykazywat wtasciwosci hemolitycznych (do ok. 12
pg/ml AmB). Co istotne, wykazywat rowniez bardzo dobre wtasciwosci przeciwgrzybowe wzgledem
szczepu C.albicans (MIC = 0,87 pg/ml, gdzie dla natywna AmB uzyskuje wyniki MIC = 0,53 pg/ml).
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Kolejnym przykltadem jest praca Wu i wspotpracownikéw dotyczgca koniugatéw amfoterycyny B z
nanorurkami weglowymi [103]. Naukowcy w swojej pracy przedstawili koniugaty AmB zaréwno z
jednosciennymi jak i wielosciennymi nanorurkami weglowymi. Takie koniugaty wykazujg aktywnos$¢
przeciwgrzybowg na poziomie MIC = 6,4 ug/ml dla koniugatéw z wielosciennymi nanorurkami oraz

MIC = 13,8 ug/ml dla koniugatéw z jednosciennymi nanorurkami.

Nastepnym, ciekawym przyktadem jest koniugat amfoterycyny B i arabinogalaktanu. Badania
dotyczace tego zwigzku przedstawit Falk i wspotpracownicy [104]. Arabinogalaktan to biopolimer, ktéry
skltada sie z arabinozy i galaktozy. Dofgczenie do niego amfoterycyny B moze skutkowac
polepszeniem rozpuszczalnosci zwigzku w rozpuszczalnikach wodnych, zwiekszeniem okresu
péttrwania leku oraz zwigkszeniem aktywnosci i selektywnosci leku wobec wybranych komorek.
Zaproponowany koniugat wykazywat wiasciwosci przeciwgrzybowe wzgledem szczepu C. albicans
oraz C. neoformas na poziomie MIC = 0,12 — 0,25 ug/ml. Badanie wlasciwosci hemolitycznych
wykazato, ze koniugaty wywotujg hemolize w zdecydowanie nizszym stopniu niz natywny antybiotyk
(EH >1 mg/ml dla koniugatéw i EH = 0,008 mg/ml dla amfoterycyny B). Koniugat okazat sie rowniez
mniej toksyczny niz natywna forma leku. Maksymalna tolerowana dawka (MTD) dla mysiego modelu

in vivo wynosita 50 mg/kg dla koniugatu w poréwnaniu do 4 mg/kg dla AmB.

Ostatnim przyktadem jest praca Halperina i wspotpracownikow [105]. Zaproponowali oni koniugat
amfoterycyny B i politlenku etylenu (PEG). Taki zwigzek wykazywat wtasciwosci przeciwgrzybowe
wzgledem C. albicans, C. krusei oraz szczepdw z rodzaju Aspergillus i Rhizopus podobne do natywnej
amfoterycyny B. Przyktadowo minimalne stezenie hamujgce i minimalne stezenie grzybobdjcze
wzgledem C. albicans badanego koniugatu wynosito odpowiednio MIC = 2 ug/ml i MFC = 4 ug/ml.
Ponadto, takie koniugaty wykazywaty nizsze wtasciwosci hemolityczne niz amfoterycyna B oraz sg ok.
40 razy mniej toksyczne niz amfoterycyna B (ICsq = 280 ug/ml dla koniugatu i ICsq = 6,6 ug/ml dla
amfoterycyny B). Wykonano réwniez badania na mysim modelu in vivo i dla amfoterycyny B, gdzie
LDsy wnosito 1,2 mg/kg masy ciata, a w przypadku koniugatéw w badanym zakresie stezen nie

osiggnieto dawki LDsp.

Wskazane w tej czesci zwigzki chemiczne zostaty scharakteryzowane i zbadane, a wyniki ich

dotyczace przedstawiono w kolejnej czesci pracy — czesci doswiadczalne;.
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3. CZESC DOSWIADCZALNA
3.1. Materiaty

3.1.1. Drobnoustroje i linie komérek ssaczych wykorzystywane w badaniach

Tab.2. Drobnoustroje grzybowe.

Nazwa szczepu Opis
Candida albicans ATCC 10231 szczep muzealny z kolekcji ATCC
Candida albicans SC 5314 (ATCC MYA-2876) szczep muzealny z kolekcji ATCC
Candida glabrata DSM 11226 szczep muzealny z kolekcji DSM
Candida krusei DSM 6128 szczep muzealny z kolekcji DSM
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 szczep muzealny z kolekcji DSM
Candida albicans opt1-opt5Aptr2Aptr22A mutant C. albicans SC 5314 pozbawiony
permeaz peptydowych

Tab.3. Drobnoustroje bakteryjne.

Nazwa szczepu Opis szczepu

P. aeruginosa ATCC 27853 indukowana ekspresja AmpC B-laktamazy

E. coli ATCC 25922 B-laktamazo-ujemny

S. epidermidis ATCC 12228 koagulazo-ujemny; wrazliwy na wankomycyne
S. aureus ATCC 25923 B-laktamazo-ujemny, mecA ujemny

Tab.4. Komorki ssacze.

A\ MOST

Nazwa linii Opis linii

Hep G2 ludzkie komorki nowotworu watroby

LLC-PK1 komorki prawidtowe, nabtonkowe izolowane z nerki 3-4
tygodniowych samcow $win

HEK-293T ludzkie komérki embrionalne nerek wyhodowane w
1973

Erytrocyty ludzkie Izolowane z krwi ludzkiej (Stacja krwiodawstwa)
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3.1.2. Podfoza stosowane w hodowlach drobnoustrojow i komoérek ssaczych

W badaniach wykorzystano podioza ptynne i state, ktérych skfad i sposdb przygotowania

zestawiono ponize;.

Podtoze Saboraud

e glukoza 20 g/L
e ekstrakt drozdzowy 10 g/L
e pepton 10 g/L

Sktadniki rozpuszczano w wodzie destylowanej, a nastepnie poddano sterylizacji w autoklawie w
temperaturze 121 °C, pod cisnieniem 1,5 atmosfery przez 30 minut. W celu otrzymania podtoza

statego dodawano agar mikrobiologiczny (20 g/L).

Podtoze YNB z siarczanem amonu (YNB-SA), pH 5,4+ 0,2

e glukoza 20 g/L

e YNB bez aminokwasdw, z siarczanem amonu 6,7 g/L

Wszystkie skfadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej, a nastepnie przefiltrowano do jatowego

pojemnika.

Podtoze RPMI-1640 pH 7.0

e glukoza 18 g/L
e RPMI-1640 bez wodoroweglanu sodu, z L-glutaming 10,4 g/L
e MOPS 34,5g/L

Sktadniki rozpuszczano w wodzie destylowanej, w przypadku podioza RPMI-1640 ustalano pH 7,0 za
pomocg 10 mM roztworu NaOH, a nastepnie sterylnie przepuszczano przez filtr membranowy do

jatowej butli.

Podtoze MHBII pH 7.3

o Ekstrakt wotowy 3 g/L
o Kwasny hydrolizat kazeiny 17,5 g/L
e Skrobia 1,5 g/L

Podobnie jak w przypadku podtoza YNB wszystkie sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej, a

nastepnie przefiltrowano do jatowego pojemnika.
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Podtoze LB (Luria-Bertani) pH 7,5

e pepton 10 g/L
o ekstrakt drozdzowy 10 g/L
e NaCl 10g/L

Podobnie jak w przypadku podifoza YNB wszystkie sktadniki rozpuszczono w wodzie destylowanej, a
nastepnie przefiltrowano do jalowego pojemnika. W celu otrzymania podioza statego (dalej
nazywanego podiozem LA) dodawano agar mikrobiologiczny (15 g/L). Wymagane pH podtoza

ustalono za pomocg NaOH.

Do hodowli komérkowych wykorzystano poditoze nr 199 z dodatkiem 5% ptodowej surowicy
bydlecej (FBS), podioze MEM Eagle z dodatkiem 10% FBS oraz podtoze DMEM réwniez z dodatkiem
10% FBS.

3.1.3.  Inne odczynniki

* antybiotyki: penicylina, streptomycyna, amfoterycyna B, nystatyna
* DMSO, metanol, kwas mrowkowy, chloroform, alkohol izoamylowy
* barwnik Hoechst 33324

* N-acetylo-glukozamina, L-izoleucyna

»  bufor fosforanowy PBS, bufor boranowy TBE

* krew petna pozyskana z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa

+ plodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS)

* ol tetrazolowa (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide, MTT)
» esteraza z watroby swini (Sigma-Aldrich, Merck)

» zestaw do relaksacji DNA topoizomerazy Il (drozdze, Inspiralis)

* topoizomeraza Il (drozdzowa)

» ceramiczne kulki (d=1,0 mm, p = 5,0 g/ml) w 2 ml prébéwkach firmy MP Biomedicals
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3.1.4. Sprzet

czytnik ptytek Victor’V, Perkin Elmer

mikroskop fluorescencyjny Olympus BX60 U-DICT z kamerg DP50
spektrofotometr ThermoSpectronic, Genesys 20

spektrofotometr Perkin Elmer Lambda 20

fluorymetr FluoroMax-Horriba-Yobin

zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) Agilent 1200 Series z
detektorem MS (Centrum Doskonatosci ,ChemBioFarm”, zakup HPLC zostat sfinansowany z
funduszy Unii Europejskiej, zakup detektora MS zostat sfinansowany ze srodkéw Fundacji
FOSTER)

mikroskop konfokalny Carl Zeiss LSM 710 sfinansowany ze $rodkéw Fundacji FOSTER

urzadzenie do fotografowania zeli UVTEC Cambridge

3.2. Badane zwigzki

3.2.1.

Koniugaty ciprofloksacyny, lewofloksacyny lub FMDP z peptydem penetrujgcym TP10

Tab.5. Koniugaty ciprofloksacyny, lewofloksacyny i FMDP z TP10-NH; lub TP10-7-NH..

Nazwa Struktura zwiagzku
zwigzku
TP10-NH, AGYLLGKINLKALAALAKKIL — NH,
TP10-7-NH, | AGYLLGKINLKPLAKLAIbKKIL — NH,
CTP10-NH, | CAGYLLGKINLKALAALAKKIL — NH,
K-Pep-1 0
(\N——CH‘?LAGYLLGKINLKALAALAI«IL -NH,
N N
o M
F
°© 0
K-Pep-2 0 0
(\NJLCHg—CHg—S—S—CHZ—CHZ—C‘—AGYLLGKINLMLAALAKKILNHZ
N N\)
F
o] 0
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Dodatkowo w badaniu wykorzystano ciprofloksacyne i lewofloksacyne jako osobne zwigzki oraz

ciprofloksacyne, TP10 oraz ich koniugat (K-Pep-1) z dotgczong fluoresceina.

Koniugaty z peptydem TP10 zostaly zsyntezowane przez mgr Katarzyne Olkiewicz pod opiekg
prof. dr hab. Krzysztofa Rolki z Pracowni Chemii Bioorganicznej, Katedry Biochemii Molekularnej,
Wydziatu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

3.2.2.  Koniugaty parasoli molekularnych z FMDP lub cispentacyng

Kolejng grupg zwigzkdow byly rozpuszczalne w wodzie koniugaty dwusciennych parasoli
molekularnych z FMDP lub cispentacyng. tgcznikami pomiedzy parasolem a czasteczka aktywng byto
wigzanie amidowe, wigzanie disiarczkowe lub TML. Struktury przedstawiono w tabeli ponizej (Tab.6.
oraz Tab.7.).
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Tab.6.Struktury koniugatow parasoli molekularnych z FMDP lub cispentacyna.

Nazwa zwigzku Struktura
K-Umb-1
Naoascf '050;Na
K-Umb-2
NaOBSDS ‘ aOSOsNB
K-Umb-3 3
K-Umb-4 o ’M“' AL
|
K-Umb-5 j{}_{f r
K-Umb-6 D50 5Ma Mall;50 .
" H“J Q
A - O
050zMa ‘\]/‘H’IL“/“ T Ma0;30
FH3 o

K-Umb4 R=H n=1 K-Umb-5 R=H n=5%

K-Umb-3, R=H n=3 K-Umb-6, R = OS0:Na, n= &
K-Umb-7

d 1
K-Umb-8 M—””n—f’“u "“v"““n —\LA<<’
Mag,50
5 i
MaD,50

f,::p}m MH
" Coona

K-Umb-7. R =H
K-Umb-§. R = C5G;Ma
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K-Umb-9
K-Umb-10

L

A

COOMa

K-Umb-8 R =H
K-Umb-10. F = ©5C;3Ma

K-Umb-11

K-Umb-12

OSO3Na COONa NaO3;SO

K-Umb-13
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K-Umb-14

ZT

Na0,;S0
Na0;S0

()

o) o)
0SO;Na O Na0,;S0
N
Naoo¢ H

Tab.7.Struktura koniugatu parasola molekularnego znakowanego fluorescencyjnie.

Nazwa zwigzku Struktura
K-Umb-15

Przedstawione w powyzszej tabeli (6., 7.) koniugaty zostaty otrzymane przez dr inz. Andrzeja
Skwareckiego z Katedry Technologii Lekéw i Biochemii Wydzialu Chemicznego Politechniki
Gdanskie;.

3.2.3. Koniugaty o charakterze lipidowym z FMDP i cispentacyng

Kolejng grupg zwigzkéw badanych w niniejszej pracy byty koniugaty o charakterze lipidowym
zawierajgce w swojej strukturze FMDP lub cispentacyne. tgcznikiem pomiedzy ugrupowaniem
lipidowym a czgsteczkg aktywng byto ugrupowanie TML. Struktury zwigzkdw wykorzystanych w pracy
przedstawiono w tabeli 8. oraz tabeli 9.
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Tab.8. Struktury koniugatéw o charakterze lipidowym z FMDP lub cispentacyng wykorzystane w pracy.

Nazwa zwiazku Struktura
K-Lip-1 0
O (0] COOHH O
N
H AN o~
(0]
K-Lip-2 0]
H
\/\)J\O o OIO/H o
N
s
O
K-Lip-3 0

/\/\/\/\)J\ H
0 ()oiIfLH 0
RS
H o)
0

K-Lip-4
0 0 OirfiL 0
)@ﬁu e
o]
K-Lip-5 o)
OO A 8
)@ﬁu I
o}
K-Lip-6 0

/\/\/\/\)J\O 0

H  CooH

Tab.9. Struktury koniugatéw o charakterze lipidowym znakowanych fluorescencyjnie wykorzystane w pracy.

Nazwa zwigzku Struktura

K-Lip-7 o)
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K-Lip-8 (0]

Koniugaty, ktoérych struktury przedstawiono w powyzszych tabelach zostaty otrzymane przez mgr
inz. Michata Nowaka z Katedry Chemii Organicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej

oraz dr inz. Andrzeja Skwareckiego z Katedry Technologii Lekéw i Biochemii Wydziatu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej.

3.2.4. Koniugaty parasoli molekularnych z makrolidowymi antybiotykami polienowymi

Ostatnia, dodatkowg grupg przebadanych zwigzkéw byty koniugaty makrolidowych antybiotykow
polienowych. W sktad tej grupy wchodzity koniugaty z amfoterycyng B lub nystatyng o réznych
dtugosciach tgcznika pomiedzy parasolem a zwigzkiem aktywnym. tacznik pomiedzy czagsteczkag
aktywng a nosnikiem miat charakter sztywny i nie ulegat rozktadowi pod wptywem oddziatywania z

komadrkami grzybowymi. Struktury badanych zwigzkéw przedstawiono na rysunku 20-22.

H O
N
WNMH
i
}('NH
HO
R
HO
K-AmB-1, X =AmB R=H, n=1 K-Nys-1, X =Nys R=H, n=1
K-AmB-2 X=AmB R=H n=2 K-Nys-2 X=Nys R=H n=2
K-AmB-3, X=AmB R=H n=4 K-Nys-3, X =Nys, R=H n=4
K-AmB-4, X=AmB R=H, n=6 K-Nys-4 X =Nys R=H n=6
K-AmB-5, X =AmB, R=0H n=2 K-Nys-5 X =Nys, R=0H, n=2
K-AmB-6 X =AmB, R=0H n=6 K-Nys-6 X=Nys,R=0H,n=6

Rys.20. Struktury koniugatéw parasoli molekularnych i makrolidowych antybiotykéw polienowych

Dodatkowo zbadano rowniez sam parasol deoksycholowy i cholowy oznaczony dalej
odpowiednio K-Nat-1 i K-Nat-2.
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Rys.22. Parasol molekularny spermidyny i kwasu cholowego (K-Nat-2).

Przedstawione koniugaty zostaty otrzymane przez dr inz. Kornelie Skarbek z Katedry Chemii
Organicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej oraz dr inz. Andrzeja Skwareckiego z

Katedry Technologii Lekdw i Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej.

3.3. Metody badawcze

3.3.1. Oznaczenie aktywnosci przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjnej in vitro

Aktywnos¢ przeciwgrzybowg lub przeciwbakteryjng okreslano poprzez wyznaczenie
najmniejszego stezenia zwigzku powodujgcego zahamowanie wzrostu danych komoérek w 50%, 80% i
90%, odpowiednio MICsy, MICgy i MICgg, metodg podwdjnych seryjnych rozcienczen rekomendowang
przez Instytut ds. Klinicznych Standardow Laboratoryjnych (CLSI 2002; CLSI 2008; pod nazwag
NCCLS do roku 2005), zachowujac przy wszystkich oznaczeniach opisane w procedurze warunki
(gestos¢ inoculum, czas i temperatura inkubacji) [107,108]. Badanie prowadzono w sterylnych 96-
studzienkowych mikroptytkach w ptynnych podtozach (RPMI-1640, YNB-SA dla komadrek grzybowych i
MHBII dla komérek bakteryjnych).
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Po 24-godzinnej hodowli na podtozu statym (LA w przypadku szczepow bakteryjnych lub Sabouraud w
przypadku szczepow grzybowych), komoérki badanego szczepu zawieszano w sterylnej wodzie
destylowanej. Po ustawieniu odpowiedniej gestosci optycznej zawiesiny na poziomie okoto 0,1 tak,
aby otrzymaé odpowiednig gestos¢ komorek w zawiesinie okofo 10° komorek/mL, rozcienczano je 50-

krotnie lub 150-krotnie (odpowiednio dla komérek grzybowych i bakteryjnych).

Roztwory badanych zwigzkéw przygotowywano w odpowiednich poditozach. Do studzienek
pierwszego rzedu mikroptytki dodawano 200 uL podtoza ptynnego wraz z przygotowanym roztworem
danego zwigzku, a do studzienek rzedéw 2-10 po 100 pL odpowiednich podiozy. Po wykonaniu
seryjnych rozcienczen, do studzienek 1-10 dodawano po 100 uL uprzednio przygotowanej zawiesiny
komodrek. W niektorych przypadkach dodawano 90 pyL zawiesiny komoérek oraz 10 pL roztworu
zwigzku, ktérego wptyw na dziatanie koniugatu badano (np. N-acetylo-D-glukozaminy lub L-
izoleucyny). Studzienka 12, do ktérej dodano 100 pL podtoza i 100 uL inoculum, stanowita kontrole
hodowli. Studzienka 11, natomiast, do ktérej dodano 100 pL podtoza i 100 pL sterylnej wody
destylowanej, stanowita kontrole poditoza. Po dodaniu 100 pL inoculum przygotowanego w wodzie
destylowanej lub samej wody destylowanej uzyskiwano we wszystkich studzienkach wiasciwe
stezenie skfadnikéw pozywki. Przedziaty stezen badanych zwigzkéw zostaty dobrane odpowiednio do
testowanego szczepu, uzytego podioza, a takze zakresdéw stezen innych zwigzkéw w przypadku

badan poréwnawczych.

Ptytki inkubowano w temperaturze 37°C (szczepy bakteryjne) i 35°C (szczepy grzybowe) przez 24 h.
Po uptywie tego okresu mierzono gestos¢ optyczng (przy A=531 nm) we wszystkich studzienkach za
pomocg czytnika mikroptytek Victor®V firmy Perkin Elmer. Od otrzymanych wartosci absorbancji
odejmowano warto$¢ absorbancji odpowiadajgcg absorbancji kontroli pozywki. Wartosci MICsg, MICgq
oraz MICq, odpowiadajg stezeniu zwigzku powodujgcemu odpowiednio 50%, 80% lub 90% spadek
wartosci absorbancji w stosunku do kontroli hodowli (warto$¢ absorbancji mniejszg lub réwna
odpowiednio 50%, 20% lub 10% wartosci absorbancji kontroli hodowli). Wartosci te wyznaczano na

podstawie krzywych A=f(c). Badania wykonywano przynajmniej w trzech, niezaleznych powtérzeniach.

3.3.2. Wyznaczenie krytycznego stezenia agregacji koniugatéw parasoli molekularnych z

amfoterycyng B

Wyjsciowe roztwory AmB i jej koniugatéw z parasolami molekularnymi oraz ich kolejne,
seryjne dwukrotne rozcienczenia sporzgdzano w DMSO. Z tych roztworéw pobierano prébki o
objetosci 75 pL i wprowadzano do probéwek zawierajacych 4,925 mL PBS. W ten sposdb otrzymano
serie roztworow w stezeniach od 15 yM do 0,2 pM. Po wymieszaniu roztworéw przy uzyciu
wytrzgsarki (vorteksu) byly one przenoszone do kuwet o objetosci 1,6 mL i wykonywano ich widma

UV-vis w zakresie 250-500 nm, w temperaturze 37 °C. Wartosci krytycznego stezenia agregac;ji (cac)
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wyznaczano z wykresow zaleznosci molarnego wspétczynnika ekstynkcji przy dtugosci fali 409 nm w

funkcji odwrotnosci stezenia zwigzku.

3.3.3.  Wyznaczenie krytycznego stezenia agregacji koniugatéow parasoli molekularnych z nystatyng

Wyjsciowe roztwory nystatyny i jej koniugatéw z parasolami molekularnymi oraz ich kolejne,
seryjne dwukrotne rozcienczenia sporzadzano w DMSO. Z tych roztworéw pobierano probki o
objetosci 75 uL i wprowadzano do probdéwek zawierajgcych 4,925 mL PBS. Po wymieszaniu
otrzymanych roztworéw przy uzyciu wytrzgsarki (vorteksu), przenoszono je do kuwet kwarcowych o
dtugosci drogi optycznej 0,5 cm. Dokonywano pomiarow intensywnosci fluorescencji w temperaturze
37 °C za pomocg spektrofluorymetru FluoroMax-4 Horiba wyposazonego w podwojny monochromator

emisji. Intensywnos¢ fluorescencji mierzono przy fali wzbudzenia 315 nm i fali emisji 415 nm.
Anizotropie stacjonarng <r>, zdefinowang zaleznoscig

IVV - GIVH

<r>= ————
lyv + 2Glyy

otrzymano w wyniku pomiaru wertykalnych i horyzontalnych sktadnikéw emitowanej fluorescencji ze
wzbudzeniem wertykalnym (odpowiednio lyy i lyy) and horyzontalnym (odpowiednio lyy i lamy) w
stosunku do osi emisji. Wspdtczynnik G (G = Iy/lun) koryguje btad odchylenia wynikajgcego z ukfadu

detektorowego.

Skorzystano z pomocy i aparatury laboratoryjnej udostepnionej przez dr inz. Irene Bylinskg z Katedry

Chemii Biomedycznej Wydziatu Chemicznego Uniwersytetu Gdanskiego.

3.3.4. Analiza rozktadu enzymatycznego koniugatow z wykorzystaniem RP-HPLC

Warunki prowadzenia analizy RP-HPLC

W pierwszej kolejnosci, na podstawie wstepnych doswiadczeh okreslono ponizszg faze
stacjonarng oraz faze ruchomg (tabela 11). Przedstawione warunki analizy zastosowano do
wszystkich wykonanych probek przedstawionych w niniejszej czesci rozprawy doktorskiej (tabela 10).
W spektrometrze mas wykorzystywanym jako detektor w uktadzie HPLC zastosowano jonizacje

ujemng metodg ESI.
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Tab.10. Parametry kolumny i jej wypetnienia

Kolumna XDB C-18
Dtugos¢ [um] 150
Srednica [um] 46

Wielkos¢ wypetnienia [um]
Predkos¢ przeptywu 1

[mL/min]

Objetos¢ nastrzyku probki 25
[WL]
Temperatura kolumny [°C] 25

Tab.11. Zoptymalizowane warunki elucji podczas analizy RP-HPLC.

Czas separacji [min] Rozp. A: H,0 + Rozp. B: MeOH [%]
0,01%HCOOCH [%]
0 95 5
8 70 30
11 50 50
12 95 5
17 95 5

Warunki prowadzenia analizy rozktadu enzymatycznego

Analize rozkfadu enzymatycznego koniugatéw prowadzono w dwoéch uktadach: A) uktad

modelowy, w obecnosci esterazy z watroby swini oraz B) ekstrakt bezkomérkowy z Candida albicans.
Ukfad A.

Do 185 uM wodnego roztworu kazdego z badanych zwigzkéw (objetosé 200 pl), dodano 100
ul roztworu esterazy (osiggajgc koncowe stezenie 5 mg/mL), a nastepnie mieszanine inkubowano w
temperaturze 30°C. Wykonano analize HPLC-MS tak uzyskanych prébek bezposrednio po dodaniu

enzymu, po 40 minutach oraz po 120 minutach od rozpoczecia hydrolizy enzymatycznej.
Uktad B.
Otrzymywanie ekstraktu bezkomérkowego.

Dwudziestoczterogodzinng hodowle komoérek C.albicans ATCC 10231 w ptynnym podtozu
Saboraud odswiezono rozciehczajgc jg do gestosci optycznej ODggo = 0,1 i inkubacje zawiesiny przez
kolejne ok. 2 godziny w temperaturze 30°C z wytrzgsaniem. Uzyskane komorki w logarytmicznej fazie
wzrostu przemywano wodg destylowang i ponownie ustalono gesto$¢ optyczng probki ODggo = 1,5 W
buforze PBS (pH 7,4), ktéra odpowiada okoto 10° kom./mL. Ekstrakt bezkomorkowy uzyskano
poprzez mechaniczng dezintegracje masy komoérkowej (2 ml prébki) z porcjg ceramicznych kulek o

Srednicy d = 1,0 mm. Proces ten polegat na kilkukrotnym wytrzgsaniu mieszaniny z przerwami na
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ochtodzenie probki w lodzie. Kazdy etap trwat ok. 2 minuty, a caty cykl powtarzano pie¢ razy. Na
koniec odwirowywano zawiesine (4°C, 10 tys. rpm, 20 min), a uzyskany supernatant przepuszczano
przez filtr strzykawkowy (wielko$¢ poréw ok. 0,2 um), pozbywajac sie w ten sposdb komorek, ktore nie
ulegly dezintegracji w trakcie catego procesu. Otrzymany supernatant (ekstrakt bezkomorkowy)

przechowywano w lodzie.
Hydroliza i analiza jej produktow.

W pierwszej kolejnosci, w probéwce typu Eppendorf umieszczono ekstrakt bezkomérkowy
otrzymany w poprzednim kroku oraz roztwér badanego zwigzku (koncowe stezenie: 185 uM). Catg
mieszanine inkubowano w 30 °C i pobierano do badania probki o objetosci 1 mL w momentach: 0, 40 i
120 min od rozpoczecia hydrolizy. W celu odbiatczenia mieszanin, probki umieszczono w probowkach
wirowkowych z membrang potprzepuszczalng i poddawano wirowaniu (27°C, 8 tys. rpm, 10 min). Tak

otrzymane roztwory z przesgczy badano za pomocg HPLC-MS.

Badania zostaty bezposrednio wykonane przez dyplomantke magisterska, mgr inz. Kaje Nowakowska.
Opieka merytoryczna - dr inz. Katarzyna Koztowska-Tylingo. Planowanie eksperymentéw - Dorota

Martynow.

Oznaczenia zostaty wykonane za pomocg zestawu do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) Agilent
1200 Series, ktéry jest wyposazeniem badawczego Centrum Doskonato$ci ,ChemBioFarm”, a zakup zostat
czesciowo sfinansowany z funduszy Unii Europejskiej. Zakup detektora MS zostat sfinansowany z dotacji
Fundacji FOSTER.

3.3.5. Jakosciowa ocena zdolnosci zwigzkéw do wnikania do komorek grzybowych za pomoca

mikroskopii konfokalnej

Komoérki C. albicans hodowano przez noc (30°C, 150 rpm) w ptynnym podtozu Sabouraud.
Hodowle odswiezano przez zawieszenie w swiezym podiozu do momentu uzyskania gestosci
optycznej ODggo = 0,1 oraz dalszg inkubacje w warunkach jak powyzej. Po uzyskaniu gestosci hodowli
ODeggo = 0,3, komorki ptukano jatowg wodg destylowang, a nastepnie przygotowywano ich zawiesine w
PBS o gestosci wynoszgcej ODggo = 0,2. Kolejnym etapem byto dodanie roztworu wybranego zwigzku
(kohcowe stezenie 50 - 70 pg/ml w zaleznosci od eksperymentu) do rozporcjowanej po 2 mL
zawiesiny komoérek oraz réwniez w zaleznosci od eksperymentu znacznika Hoechst 33342 (koricowe
stezenie 2 ug/ml). Zawiesine inkubowano (30°C, 150 rpm). Prébki zawiesin przenoszono do probéwek
typu eppendorf, odwirowywano i kilkukrotnie przemywano PBS w celu odmycia zwigzkéw
fluorescencyjnych, ktére nie wniknety do wnetrza komoérek grzybowych. Po przemyciu komorki
zawieszano w matej objetosci PBS, nanoszono po 5 pL kazdej prébki na mikroskopowe szkietka
adhezyjne i zabezpieczano szkietkiem nakrywkowym. Tak wykonane preparaty obserwowano przy
pomocy mikroskopu konfokalnego. Stosowano dtugos$¢ fali wzbudzenia odpowiednig dla stosowanego

zwigzku fluorescencyjnego.
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3.3.6. Inhibicja relaksacji DNA katalizowanej przez topoizomeraze I

Zestaw do relaksacji DNA topoizomerazy |l (drozdze) zakupiono od firmy Inspiralis. Testy
przeprowadzano zgodnie z procedurg producenta. Mieszanina reakcyjna zawierata 500 ng DNA
pBR322 w buforze reakcyjnym (10 mM Tris-HCI, pH 7,9, 5 mM MgClI2, 100 mM KCI, 2% (v / v)
glicerol, 1 mM ATP), a takze badane zwigzki rozpuszczone i rozciehczone w ddH,O we wskazanych
stezeniach. Reakcje zapoczgtkowywano przez dodanie enzymu topoizomerazy Il i pozostawiano w
30°C przez 30 min. Reakcje zakorniczano poprzez dodanie 5 pl buforu obcigzajgcego (NEB; # B7024).
Badane zwigzki (jesli wskazano) ekstrahowano z mieszanin reakcyjnych poprzez wirowanie przez 30
sekund z 30 pl roztworu chloroform: alkohol izoamylowy (24: 1). Po odwirowaniu (3 min, 20 000 x g)
faze wodng rozdzielano w 1% zelu agarozowym przy 90 V przez 4 godziny w buforze TBE (90 mM
Tris-zasada, 70 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, pH 8). Zel wybarwiano 1 ug/ml bromku etydyny przez
15 minut w celu wizualizacji DNA. Niezwigzany EtBr usuwano przez przemycie zelu w 1 mM roztworze
MgSO, w ddH,O przez 15 minut. Zele fotografowano w $wietle UV przy uzyciu urzgdzenia UVTEC
Cambridge. Badanie zostato wykonane przez dr inz. Marcina Serockiego z Katedry Technologii Lekow

i Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej.

3.3.7. Okreslenie powinowactwa zwigzkéw do ergosterolu

Komoérki C. albicans SC 5314 hodowano w podtozu ptynnym Sabourauda w 30° C az do
uzyskania logarytmicznej fazy wzrostu. Nastepnie, komérki zbierano przez wirowanie (rt, 3500 x g, 10
min.), przemywano dwukrotnie PBS i zawieszano w matej objetosci tego buforu. Przygotowywano
serie zawiesin komoérkowych o objetosci 2 ml i gestosci optycznej ODggo W zakresie od 0 do 2,0.
Zawiesiny odwirowywano (rt, 3500 x g, 10 minut) i ponownie zawieszano w tej samej objetosci PBS
zawierajgcej 30 yM AmB, Nys lub dowolnego z koniugatéw. Komorki ponownie zawieszone w PBS
stuzyly jako kontrola zerowa, a roztwory AmB, Nys lub dowolnego z koniugatéw w PBS jako kontrole
dodatnie. Zawiesiny komoérkowe inkubowano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej z
wytrzgsaniem (500 rpm), a nastepnie odwirowywano (temperatura pokojowa, 3500 x g, 10 minut).
llos¢ AmB, Nys lub dowolnego koniugatu pozostajacego w supernatantach okreslano na podstawie

pomiaréw absorpcji UV-vis przy 409 nm.

Jako kontrole negatywng wykorzystywano w badaniu komoérki E. coli, ktére hodowano do
logarytmicznej fazy wzrostu w podtozu LB w 37° C i nastepnie postepowano analogicznie jak z

komoérkami grzybowymi (opis powyzej).
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3.3.8. Okreslenie witasciwosci hemolitycznych wybranych zwigzkéw

Badanie wtasciwosci hemolitycznych opierato si¢ na wyznaczeniu EHsy czyli warto$ci stezenia
zwigzku, przy ktorym zostaje uwolnione 50% hemoglobiny z erytrocytow. Materiatem biologicznym
wykorzystywanym do oznaczen byta krew peina ludzka otrzymana z Regionalnego Centrum
Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku. Badania i ich powtdérzenia przeprowadzono w ciggu 21

dni od otrzymania krwi.

Krew poddawano kilkukrotnemu wirowaniu (4°C, 650 rpm, 10 min) w celu oddzielenia erytrocytéw od
osocza. Komorki ptukano 0,9% roztworem NaCl. W celu przeprowadzenia badania przygotowywano
zawiesine erytrocytow w soli fizjologicznej (0,9% NaCl) o gestosci okoto 2 x 10" kom./mL. Gesto$é

okreslano za pomocg licznika Coultera.

Do probowek typu eppendorf zawierajacych po 950 pL zawiesiny erytrocytéw dodawano 50 pL
roztworow badanych zwigzkéw (w DMSO lub w wodzie, w zalezno$ci od zwigzku) o stezeniach w
zakresie od 25 pyg/mL do 200 upg/mL uzyskujgc koncowe stezenia od 0,5 pg/mL do 10 pg/mL.
Dodatkowo, przygotowywano probke, w ktorej 950 uL zawiesiny erytrocytéw fgczono z 50 yL DMSO
lub wody destylowanej (kontrola negatywna) lub 50 pL 2% roztworu Tritonu X-100 (kontrola
pozytywna). Tak przygotowane préby inkubowano w temp. 37°C.

Po uptywie 30 min zawiesiny odwirowywano (2800 rpm, 5 min, 4°C) i nanoszono po 100 pL
supernatantu do kolejnych studzienek ptytki titracyjnej 96-cio studzienkowej, a nastepnie dokonywano
pomiaru absorbcji przy pomocy czytnika mikroptytek, przy dtugosci fali A = 540 nm. W badaniu jako
kontrole pozytywna uzyto roztworu Tritonu X-100 wywotujgcego 100% hemolize. Kontrole negatywng

stanowita zawiesina erytrocytow bez dodatku zwigzku czy Tritonu X-100.

Przyjmujac wartos¢ absorbancji préby z Tritonem X-100 jako odpowiadajacg 100% hemolizy
wyznaczano wartosci EHg, dla badanych zwigzkéw oraz zwigzku kontrolnego na podstawie krzywych

Asy = f(c). Oznaczenia powtarzano trzykrotnie.

3.3.9. Okreslenie cytotoksycznosci badanych zwigzkéw

Hodowle komérek LLC-PK1 (2,5-10" komdrek/studzienke) przeprowadzono w 24-dotkowej
plytce w podtozu hodowlanym nr 199 z dodatkiem 5% FBS. Hodowle komérek Hep G2 (4x10*
komorek/studzienke) przeprowadzono odpowiednio w podtozu MEM Eagle z dodatkiem 10% FBS. W
przypadku komorek HEK-293T (1,25x10* komérek/studzienke) hodowle przeprowadzono w podiozu
DMEM 2z dodatkiem 10% FBS. W pierwszej kolejnosci przeprowadzano 24-godzinng hodowle.
Nastepnie, badane zwigzki dodawano do odpowiednich studzienek w ilosci 10 ul na porcje 200 razy
stezonego roztworu. Koncowe stezenie zwigzkéw wynosito 0,01 — 100 pg/ml. Do kontroli dodano 10 pl

rozpuszczalnika (H,O lub DMSO w zaleznosci od zwigzku). Komorki ze zwigzkami byty poddane
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inkubacji przez 72 h w 37°C. Do wszystkich celek dodawano 200 pl roztworu MTT w PBS (4 mg/ml) i
dalej inkubowano 1 - 4h w tych samych warunkach. Mierzono absorbancje przy uzyciu czytnika ptytek,

przy dtugosci fali A = 540 nm.

Badania cytoksycznosci wykonat dr inz. Marcin Serocki z Katedry Technologii Lekow i

Biochemii, Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej.

3.4. Oméwienie i dyskusja wynikéw

3.4.1. Dziatanie biologiczne koniugatéw ciprofloksacyny, lewofloksacyny i FMDP z peptydem

penetrujgcym TP10

Ciprofloksacyna i lewofloksacyna sg znanymi chemoterapeutykami przeciwbakteryjnymi,
ktérych dziatanie biologiczne jest konsekwencjg hamowania enzymu gyrazy (bakteryjna
topoizomeraza Il). W stezeniach, w ktérych majg dziatanie przeciwbakteryjne, nie wykazujg one
efektu toksycznego wobec drobnoustrojow grzybowych ani komérek ssaczych. Koniugaty CIP i LVX z
TP10 zostaty zaprojektowane i otrzymane w celu sprawdzenia czy skoniugowanie z tym peptydem
penetrujgcym bedzie miato wptyw na ich aktywnos¢ biologiczna.

Zbadano takze aktywnos$¢ biologiczng koniugatéw peptydu TP10 z FMDP, czyli inhibitorem syntazy
GIcN-6-P.

Oznaczenie aktywnosci przeciwgrzybowej i przeciwbakteryjnej koniugatow

Pierwszym etapem tych badan bylo przesiewowe oznaczenie aktywnosci przeciwgrzybowej in
vitro wobec modelowego szczepu Candida albicans ATCC 10231. Wyznaczono wartosci MIC dla CIP,
LVX, TP10 i 9 koniugatéw w podiozu RPMI 1640, rekomendowanym do okreslania aktywnosci

przeciwgrzybowej w procedurze CLSI oraz w podtozu minimalnym YNB.

Tab.12. Wstepne oznaczenie aktywnosci przeciwgrzybowej in vitro CIP, LVX, FMDP, TP10 oraz 9

koniugatéw.

Oznaczenie zwigzku RPMI-1640

C. albicans ATCC 10231

MICgo MICso

[ug/mL] [ug/mL]
LVX >>200 >>200
CIP >>200 191
FMDP >>200 >>200

61


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

TP10-NH2 >>200 200
CTP10-NH; >>200 >>200
K-Pep-1 191 154
K-Pep-2 90 34
K-Pep-3 >>200 >>200
K-Pep-4 200 200
K-Pep-5 50 50
K-Pep-7 156 120
K-Pep-8 >>200 >>200
K-Pep-9 59 27
Nazwa YNB-SA

C. albicans ATCC 10231

MICgo MICso

[ug/mL] [ug/mL]
LvX >>200 >>200
CIP >>200 188
FMDP >>200 >>200
TP10-NH; >>200 159
K-Pep-1 109 48
K-Pep-2 50 21
K-Pep-3 200 141
K-Pep-7 134 111
K-Pep-8 >>200 >>200
K-Pep-9 50 21

Dla koniugatéw wykazujgcych najwyzszg aktywnos¢, w kolejnym etapie badan okreslono ich
aktywnos¢ przeciwgrzybowg i przeciwbakteryjng (tylko w przypadku koniugatéw CIP i LVX) wobec
drobnoustrojéw grzybowych C. albicans, C.glabrata, C.krusei i S.cerevisiae oraz bakterii P.

aeruginosa, E. coli, S. epidermidis i S. aureus. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabelach 13 - 15.
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Tab.13. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa in vitro badanych zwigzkéw w podtozu RPMI-1640.

Nazwa MIC [ug/ml]
zwigzku C. albicans ATCC C. albicans SC C. glabrata C. krusei S. cerevisiae C. albicans Aopt1-opts
Aptr2Aptr22A
MICqgo MICso MICqgp MICsq MICqgp MICsq MICqo MICsp MICqo MICsg MICgo MICsg
FMDP >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200
CIP >>200 191 >>200 199 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB
LVvX >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB
TP10-NH> >>200 171 174 108 >>200 200 >>200 179 181 111 169 93
CTP10-NH, | >>200 >>200 100 100 >>200 >>200 >>200 >>200 100 50
CIP, TP10 | >>200 167 200 175 >>200 200 >>200 180 198 158 >>200 182
(1:2)*
LVX, TP10 >>200 200 >>200 198 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 200 >>200 200
(1:2)*
K-Pep-1 >>200 141 146 84 >>200 >>200 181 119 140 70 >>200 193
K-Pep-2 90 34 85 24 >>200 >>200 >>200 79 80 31 95 61
K-Pep-3 >>200 170 165 90 >>200 >>200 200 160 92 49 >>200 >>200
K-Pep-4 200 200 200 100 >>200 >>200 200 100 >>200 >>200 >>200 >>200
K-Pep-5 50 50 100 100 >>200 >>200 >>200 >>200 69 34 100 50
K-Pep-6 NB NB 136 136 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 136 136
K-Pep-7 156 120 174 155 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB
K-Pep-9 59 27 67 45 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB
NB — nie badano
* fizyczna mieszanina réwnomolowa antybiotyku i peptydu TP10
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Tab.14. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa in vitro badanych zwigzkéw w podtozu YNB-SA.

Nazwa MIC [ug/ml]
zwigzku C. albicans ATCC C. albicans SC C. glabrata C. krusei S. cerevisiae C. albicans Aopt1-opts
Aptr2Aptr22A

MICqgo MICso MICqgp MICsq MICqgp MICsq MICqo MICsp MICqo MICsp MICgo MICsg
CIP >>200 188 >>200 198 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB
LVX >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB
TP10-NH> >>200 168 180 111 >>200 195 >>200 173 193 129 178 101
CIP, TP10 | >>200 184 >>200 180 >>200 195 >>200 192 200 179 >>200 187
(1:2)*
LVX, TP10 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200 >>200
(1:2)*
K-Pep-1 80 40 39 22 >>200 >>200 90 59 49 36 120 46
K-Pep-2 50 21 24 10 >>200 >>200 100 46 43 19 41 14
K-Pep-3 200 157 111 67 >>200 >>200 198 143 90 45 >>200 >>200
K-Pep-7 134 111 156 115 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB
K-Pep-9 50 21 62 50 >>200 >>200 >>200 >>200 NB NB NB NB

NB — nie badano
* fizyczna mieszanina réwnomolowa antybiotyku i peptydu TP10-NH;
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Tab.15. Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna in vitro CIP, LVX, TP10-NH. i koniugatéw w podtozu MHBII.

Nazwa MIC [ug/ml]
zwigzku P. aeruginosa E. coli S. epidermidis S. aureus ATCC 25923
MICqgo MICsq MICqgp MICsq MICqo MICsq MICqp MICsq
CIP <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 0,9 <0,3 <0,3 <0,3
LVX 15 11 <0,3 <0,3 2,2 15 <0,3 <0,3
TP10-NH2 >>300 284 246 121 >>300 215 >>300 257
CIP, TP10 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 1,5 0,5 <0,3 <0,3
(L:1)*
LVX, TP10 11 0,8 <0,3 <0,3 2,5 0,5 0,5 <0,3
(1:1)*
K-Pep-1 256 115 15,4 8,7 215 102 295 132
K-Pep-2 11 0,8 <0,3 <0,3 1,6 <0,3 1,1 0,7
K-Pep-3 164 140 74 28 274 211 >>300 199
K-Pep-4 >>250 >>250 62 31 31 16 125 31
K-Pep-5 62 31 8 8 8 8 62 62
K-Pep-6 125 125 4 4 31 31 63 63

A\ MOST

* fizyczna mieszanina rownomolowa antybiotyku i peptydu TP10
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Analizujgc dane przedstawione w tabelach 13-15 nalezy zwrdci¢é uwage, ze dotgczenie
peptydu TP10-NH, do CIP i LVX znaczaco zmniejsza aktywnos$¢ przeciwbakteryjng badanych
antybiotykow. Takie zjawisko wystepuje w przypadku K-Pep-1, K-Pep-4, K-Pep-6 i K-Pep-3, K-Pep-5
(odpowiednio koniugaty CIP i koniugaty LVX), ale zdaje sie by¢ znacznie stabsze w przypadku
koniugatu K-Pep-2 (CIP).

Dane przedstawione w tabeli 13 wskazujg, ze koniugaty TP10-NH, z CIP i LVX wykazujg aktywnosc¢
przeciwgrzybowag, ktérej nie stwierdzono dla samych CIP i LVX. Najwyzszg aktywnos¢, czyli najnizsze
wartosci MIC uzyskano dla koniugatu K-Pep-2 i K-Pep-5 (odpowiednio MICsy = 34 pug/ml i MICsy = 50
pg/ml, RPMI-1640, C.albicans ATCC 10231). Aktywno$¢ przeciwgrzybowg wykazuje réwniez sam
peptyd TP10-NH,, jednakze nizszg niz jego koniugaty z CIP. Ponadto, aktywno$¢ mieszaniny
réwnomolowej LVX i TP10-NH, oraz CIP i TP10-NH, jest nizsza, niz odpowiednich koniugatéw K-Pep-
1 oraz K-Pep-3. Nie stwierdzono znaczacych réznic aktywnosci TP10-NH, i koniugatéw wobec C.
albicans SC 5314 oraz jego mutanta C. albicans opt1-optbAptr2Aptr22A, pozbawionego permeaz
peptydowych.

Mozna zatem generalnie stwierdzi¢, ze przylgczenie TP10-NH, do CIP lub LVX skutkuje obnizeniem
aktywnosci przeciwbakteryjnej, ale indukuje pojawienie sie aktywnosci przeciwgrzybowej koniugatow,
nieobecnej u wyjsciowych chemoterapeutykéw.

Rozwazajgc aktywnos$¢ przeciwgrzybowg i przeciwbakteryjng koniugatéw ciprofloksacyny i
lewofloksacyny oraz mieszanin fizycznych ich skfadnikéw, nalezy zauwazyc¢, ze peptyd TP 10-NH; jest
w niektérych przypadkach dotgczony do pozycji 7 czgsteczki ciprofloksacyny (rys. 17, rozdziat 2.3.3),
ktéra jest uwazana za miejsce oddziatywania z gyrazg DNA [93, 94]. Stad moze wynikaé¢ réznica w
dziataniu pomiedzy koniugatami tego antybiotyku z TP10 a jego mieszaning fizyczng z peptydem.
Dotaczenie TP10-NH, w tym miejscu moze skutkowac obnizeniem aktywnosci przeciwbakteryjnej
wzgledem niektorych szczepéw. Mimo, ze w przypadku niektorych koniugatéow (w tym z LVX) nie
nastepuje modyfikacja pozycji 7, to dotgczenie TP10-NH, wigzaniem kowalencyjnym moze miec
skutek w obnizonej aktywno$ci przeciwbakteryjnej tych zwigzkow.

Rozwazajgc aktywnos¢ koniugatow TP10 z FMDP tj. K-Pep-7, K-Pep-8 oraz K-Pep-9, mozna
zauwazyé, ze dotgczenie do FMDP peptydu TP10-NH, oraz TP10-7-NH, skutkuje wykazaniem
aktywnosci przeciwgrzybowej przez zaproponowane koniugaty. Sposrod tych dwoch zwigzkéw,
koniugat K-Pep-9 wykazuje silniejsze wiasciwosci przeciwgrzybowe. Mozna stwierdzi¢, ze dotgczenie
TP10-NH, lub TP10-7-NH, do FMDP powoduje zwiekszenie aktywnosci przeciwgrzybowej in vitro
czasteczki aktywne;.
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Okreslenie wiasciwosci hemolitycznych wybranych zwigzkéow

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie wiasciwosci hemolitycznych TP10 i jego
koniugatow poprzez wyznaczenie wartosci EHsy wobec ludzkich erytrocytow. Wyniki tych oznaczen

przedstawiono na Rys. 23.

100 -
— CIP
80+ —— LVX
-
= 60 TP10-NHz
=]
£ —— CTP10-NHz
= .
w 40 ~— K-Pep-6
20+ —— K-Pep-5
0 —— K-FEp-i
3 6 12 25 50 100 200 —+— TP10-7-NH:z

steienie rwigzku [pg/mL]

Rys.23. Witasciwosci hemolityczne wybranych zwigzkow.

Z powyzszego wykresu wynika, ze CIP i LVX nie wykazujg wiasciwosci hemolitycznych w
badanym zakresie stezen. Peptyd TP10-NH, powoduje hemolize 50% erytrocytéw przy stezeniu 195
pg/mL. Natomiast najsilniejsze wtasciwosci hemolityczne stwierdzono dla koniugatéw CIP z TP10-NH,
(K-Pep-1i K-Pep-6). Wynik ten sugeruje, ze TP10-NH,, a szczegdlnie koniugaty tego peptydu z CIP i
LVX moga oddziatywac¢ z btong biologiczng, powodujgc jej uszkodzenie.

Okredlenie cytotoksycznosci wybranych zwigzkéw

Wyniki oznaczenia hemotoksycznosci wybranych zwigzkow wskazywaty na mozliwosc
toksycznego dziatania tych koniugatow wobec komérek ssaczych. Ich witasciwosci cytotoksyczne
zostaty sprawdzone na trzech liniach komérkowych: LLC-PK1, linii komoérek prawidtowych,
nabtonkowych, przylegajgcych do proksymalnych kanalikéw nerkowych izolowanych z nerki 3-4
tygodniowej samicy $wini, HEK 293, linii ludzkich embrionalnych komdrek nerki oraz Hep G2, linii
komodrek raka watroby ludzkiej. Oprécz cytotoksycznosci wybranego koniugatu K-Pep-1, K-Pep-5 oraz
K-Pep-6 oceniono takze cytotoksycznosé ich sktadnikow. Uzyskane wyniki przedstawiono na rys 24,
25,26 iw tabeli 16.
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Rys.24. Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkéw wobec komérek HEK 293.
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Rys.25. Cytotoksyczno$c badanych zwigzkéw wobec komérek Hep G2.
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Rys.26. Cytotoksycznos¢ badanych zwigzkéw wobec komérek LLC-PK1.
Tab.16. Cytotoksycznos¢ badanych zwigzkéw wobec trzech linii komdérkowych.
; ICso [ug/ml]
Zwigzek HEK 293 Hep G2 LLC-PK1
cIP > 200 > 200 > 200
LVX > 200 >200 > 200
TP10-NH. 54,68 70,03 2956
CTP10-NH, 44,46 136,94 117,82
K-Pep-1 25,98 28,58 67,48
K-Pep-2 35,21 51,11 41,20
K-Pep-4 27,58 55,37 45,39
K_Pep_5 113,50 >200 >200
K-Pep-6 56,59 102,40 57,92
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wykazuje on stabsze wtasciwosci cytotoksyczne niz pozostate zwigzki.

Z danych przedstawionych w tabeli 16 wynika, ze CIP i LVX nie wykazujg efektu
cytotoksycznego w badanym zakresie stezen, podczas gdy TP10-NH, jest cytotoksyczny, podobnie
jak i jego koniugaty z CIP. Wartosci ICsy uzyskane dla tych koniugatéw sg zblizone do odpowiednich

wartoéci dla TP10-NH, (niekiedy nizsze). W przypadku koniugatu LVX K-Pep-5 mozna zauwazy¢, ze
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Na podstawie uzyskanych danych dotyczgcych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej (MICsg) i
cytostatycznej (ICso) badanych zwigzkéw mozliwe bylo obliczenie wartosci indekséw selektywnej

toksycznosci S| = IC5o/MICs.

Tab.17. Indeksy selektywnej toksycznosci (Sl) wyznaczony dla parametréow aktywnosci wobec C.albicans SC
5314 oraz Hep G2.

Nazwa zwigzku MICso[pg/ml] ICso[pg/ml] Sl

CIP 199 >200 >1,01
LVX >200 >200 NW
TP10-NH» 108 70,03 0,65
CTP10-NH: 100 136,94 1,37
K-Pep-1 84 28,58 0,34
K-Pep-2 24 51,11 2,13
K-Pep-4 100 55,37 0,55
K-Pep-5 100 >200 >2

K-Pep-6 136 102,40 0,75

NW — nie wyznaczono

Tab.18. Indeksy selektywnej toksycznosci (Sl) wyznaczony dla parametrow aktywnosci wobec E.coli oraz Hep

G2.

Nazwa zwigzku MICso[ug/ml] ICso[pg/ml] Sl
CIP <0,30 >200 NwW
LVX <0,30 >200 NwW
TP10-NHz 121,00 70,03 0,59
CTP10-NH: 8 136,94 17,12
K-Pep-1 8,70 28,58 3,29
K-Pep-2 <0,30 51,11 >170
K-Pep-4 31,00 55,37 1,79
K-Pep-5 8,00 >200 >25
K-Pep-6 4,00 102,40 25,60

A\ MOST

ND — nie wyznaczono
Z wyznaczonych indeksow selektywnej toksycznosci (tab. 17., tab. 18.) wynika, ze poza

antybiotykami CIP i LVX, najwiekszg selektywnos¢ wykazuje koniugat K-Pep-2, K-Pep-5 i K-Pep-6,

poniewaz ich indeksy selektywnej toksycznosci majg najwieksze wartosci (zaraz po CIP i LVX).
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indukowanej aktywnoscig drozdzowej topoizomerazy Il przebiega innym mechanizmem,

Inhibicja relaksacji DNA za posrednictwem topoizomerazy Il z komérek S. cerevisiae przez koniugaty
CIPiLVXzTP10

W zwigzku z faktem, ze koniugaty CIP i LVX z TP10 wykazujg aktywnos$¢ przeciwgrzybowa,
zbadano, czy hamujg one aktywnos¢ topoizomerazy Il z komoérek S. cerevisiae, czyli enzymu
bedgcego odpowiednikiem gyrazy DNA, celu molekularnego dla CIP i LVX. W badaniu tym
sprawdzono potencjat inhibicyjny CIP, LVX, TP10-NH, oraz trzech koniugatéw: K-Pep-1, K-Pep-3 oraz
K-Pep-5. Wyniki tego eksperymentu przedstawiono na rys. 27.

Ctrl CIP [uM) K-Pep-1[uM] TP10-NH; [uMm] Ctrl
2 2 8 2
e 2 e .. .. ° °
+ I 500 100 50 10 5 500 100 50 10 5 500 100 50 10 5 + |
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Rys.27. Inhibicja aktywnosci katalitycznej topoizomeraz DNA typu Il przez fluorochinolony i ich
koniugaty. R- zrelaksowane DNA; T — topomery DNA; SC — superzwiniete DNA.

Mozna zauwazy¢, ze zwigzki CIP, TP10-NH,; i koniugaty K-Pep-1, K-Pep-3 oraz K-Pep-5 sg

w stanie blokowa¢ dziatanie topoizomerazy Il w zakresie badanych stezen. Wykazano, ze peptyd
TP10-NH, bez dotgczonej czgsteczki aktywnej jest w stanie catkowicie zablokowa¢ dziatanie enzymu
przy stezeniu 50 yM (109 ug/ml). Koniugaty K-Pep-1 i K-Pep-3 byly w stanie w petni zablokowac¢
dziatanie topoizomerazy Il juz w stezeniu 10 yM (25 ug/ml), a K-Pep-5 przy 50 uyM (137 pg/ml). Z
kolei, CIP hamowat aktywnos¢ enzymu dopiero w stezeniu 500 uM (217 pg/ml), a LVX nie wykazywat
aktywnos$ci inhibicyjnej. Warto zauwazy¢, ze stezenia, w ktérych TP10-NH, hamowat aktywnosc¢
topoizomerazy Il byty poréwnywalne z wartosciami MIC tych zwigzkéw wobec S. cerevisiae (tabela 13
oraz tabela 14). Dla K-Pep-1 i K-Pep-3 stezenia inhibicyjne wobec enzymu byly zdecydowanie nizsze,

niz MIC wobec komoérek drozdzy, a w przypadku CIP i LVX, brak aktywnosci przeciwgrzybowej
korelowat z niskg aktywno$cig inhibicyjng wobec enzymu.

Nasuwato sie przypuszczenie, ze hamowanie przez peptyd TP10-NH, relaksacji DNA

niz

bezposrednia inhibicja enzymu i moze by¢ konsekwencjg wigzania sie tego peptydu z DNA. To
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przypuszczenie potwierdzito sie w wyniku przeprowadzenia eksperymentu, w ktéorym zele
elektroforetyczne naswietlano promieniowaniem UV bez przeprowadzenia obrébki wstepnej, w tym
ekstrakcji uktadem chloroform: alkohol izoamylowy. Bylo to mozliwe z uwagi na wiasciwosci
fluorogenne badanych zwigzkéw. Poréwnanie obrazow zeli z elektroforezy niepoprzedzonej ekstrakcjg
i takiej, w ktorej etap ekstrakcji miat miejsce (rys. 28) prowadzi do wniosku, ze peptyd TP10-NH, moze
oddziatywa¢ z DNA na dwa rézne sposoby. Po pierwsze, mozna zaobserwowaé stosunkowo stabe
oddziatywanie peptydowego DNA, ktére mogtoby zosta¢ zniszczone przez ekstrakcje mieszaning
chloroform:izoamyl (wskazane strzatkg). Obserwowane prazki sg znieksztatcone i charakteryzujg sie
duzym opoznieniem ruchliwosci zelu w poréwnaniu z prgzkiem od zrelaksowanej postaci
plazmidowego DNA. Po drugie, warto zauwazy¢ stosunkowo silne oddziatywanie DNA (wskazane w
prostokacie), ktérego nie mozna usungc¢ przez ekstrakcje. Wskazane pasma sg ostre i charakteryzuja

sie stabg ruchliwoscig w zelu.
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Rys. 28. Wyniki rozdziatu elektroforetycznego produktow reakcji katalizowanej przez topoizomeraze Il. Panel
gorny: eksperyment bez ekstrakcji. Panel dolny: eksperyment z ekstrakcjg. Niezwigzane CIP zostato oznaczone
elipsa. Stabe oddziatywanie peptyd:DNA zostato oznaczone strzatka. Silne oddziatywanie peptyd:DNA zostato

oznaczone prostokgtem.

Wyniki opisane powyzej wskazujg, ze aktywnos¢ przeciwgrzybowa TP10-NH, oraz jego
koniugatéw z CIP i LVX moze wynika¢ z hamowania aktywnosci topoizomerazy Il. W przypadku TP10-
NH,, hamowanie relaksacji DNA moze by¢ konsekwencjg oddziatywania TP10-NH,:DNA. Natomiast
dla koniugatow K-Pep-1, K-Pep-3 i K-Pep-5, nie ulegajacych prawdopodobnie rozktadowi
wewnatrzkomérkowemu, ich silny efekt inhibicyjny wobec topoizomerazy Il wydaje sie wynika¢ z

oddziatywania kompletnego koniugatu bezposrednio z enzymem lub z matrycg DNA.
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Ocena zdolno$ci zwigzkéw do wnikania do komérek grzybowych za pomocg mikroskopii

fluorescencyjnej i konfokalnej

Wyniki badan opisanych w poprzednich podrozdziatach sugerowaty z jednej strony, mozliwo$¢
aktywnosci ,btonowej” koniugatéow CIP i LVX z TP10-NH,, a z drugiej strony — hamowanie aktywnosci
topoizomerazy |l jako podstawy aktywnosci przeciwgrzybowej tych koniugatéw. Aby przyblizy¢
mozliwos¢é uzyskania odpowiedzi na pytanie, ktéra z tych dwdch mozliwosci jest bardziej
prawdopodobna, celowym bylo zbadanie, czy koniugaty wnikajg do komoérek grzybowych, czy tez
pozostajg w btonie cytoplazmatycznej. Badania takie mogty takze dostarczy¢ wyjasnienia znaczacych

réznic w podatnosci na dziatanie koniugatow komorek réznych gatunkow z rodzaju Candida.

Przeprowadzono badania ukierunkowane na jakosciowg i pofilosciowg (kinetyczng) analize wnikania
TP10-NH,, CIP i koniugatu K-Pep-1 do komoérek C. albicans, C. albicans optl-opt5Aptr2Aptr22A i C.

glabrata, wykorzystujgc w tych badaniach fluorescencyjne pochodne tych zwigzkow.

W pierwszej kolejnosci wykonano badanie lokalizacji koniugatéw TP10-NH, we wnetrzu
komédrek grzybowych przy pomocy mikroskopii konfokalnej. W tym przypadku zbadano koniugat
TP10-NH, z ciprofloksacyng znakowany fluorescencyjnie oraz jego skfadowe (sam TP10-NH, oraz
sama ciprofloksacyna, takze znakowane fluorescencyjnie). Dodatkowo, aby lepiej zlokalizowaé
zwigzki, uzyto do badania barwnika Hoechst 3342, ktéry gromadzi sie w jadrze komorkowym.
Przedstawione ponizej zdjecia (Rys. 29. — 35.) przedstawiajg obserwacje komorek szczepow
C.albicans ATCC 10231 oraz C. glabrata DSM 11226 inkubowanych z trzema zwigzkami - CIP, TP10-
NH, oraz K-Pep-1 (kazdy znakowany fluorescencyjnie). Szczep C. albicans ATCC 10231 postuzyt
jako szczep modelowy. C. glabrata zostat wybrany, poniewaz badane zwigzki nie wykazywaty
aktywnosci wzgledem komorek tego szczepu, wiec nalezato sprawdzi¢, czy wnikajg one do wnetrza

tych komorek.

Rys.29. Kontrola ujemna - komorki C. albicans ATCC 10231 inkubowane 30 min w 30°C
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Rys.30. Wnikanie CIP znakowanej fluorescencyjnie do komorek C. albicans ATCC 10231. Zdjecie wykonane po
30 min inkubacji w 30°C.
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Rys.31. Wnikanie TP10 znakowanego fluorescencyjnie oraz barwnika Hoechst 3342 do komorek C. albicans
ATCC 10231. Zdjecie wykonane po 30 min inkubacji w 30°C.

Rys.32.Whnikanie K-Pep-1 znakowanego fluorescencyjnie oraz barwnika Hoechst 3342 do komorek C. albicans
ATCC 10231. Zdjecie wykonane po 30 min inkubacji w 30°C.
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Rys.33. Komorki C. glabrata inkubowane 30 min w 30°C — kontrola ujemna.

Rys.34. Wnikanie TP10-NH, znakowanego fluorescencyjnie do komérek C. glabrata . Zdjecie wykonane po 30
min inkubacji w 30°C.

Rys.35. Wnikanie koniugatu K-Pep-1 znakowanego fluorescencyjnie do komoérek C. glabrata . Zdjecie wykonane

po 30 min inkubacji w 30°C.
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Kolejnym badaniem byto zbadanie kinetyki wnikania koniugatu ciprofloksacyny i TP10
znakowanych fluorescencyjnie do wnetrza komoérek grzybowych. W tym celu wykonano procedure
przedstawiong w metodyce, ale inkubacje prowadzono w okreslonych odstepach czasowych (0, 5, 15,
30 oraz 60 min). Do badania wykorzystano modelowy szczep C.albicans ATCC 10231 oraz szczep
C.albicans pozbawiony permeaz peptydowych C. albicans optl-optbAptr2Aptr22A. Eksperyment miat
na celu sprawdzenie, czy zwigzki wnikajg do wnetrza komoérek oraz czy na ten proces majg wptyw

permeazy peptydowe.
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Rodzaj proby C. albicans ATCC10231 C. albicans optl-opt5Aptr2Aptr22A
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Rys. 36.A. Kinetyka wnikania peptydu TP10-NH; znakowanego fluorescencyjnie. Kontrola ujemna byta inkubowana przez maksymalny czas 60 min. Czes$¢ pierwsza.
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15 min

30 min

60 min

Rys.36.B. Kinetyka wnikania peptydu TP10-NH, znakowanego fluorescencyjnie. Czes¢ druga.
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Rys.37.A. Kinetyka wnikania koniugatu K-Pep-1 znakowanego fluorescencyjnie. Kontrola ujemna byta inkubowana przez maksymalny czas 60 min. Czes$¢ pierwsza.
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15 min

30 min

60 min

Rys.37. B. Kinetyka wnikania koniugatu K-Pep-1 znakowanego fluorescencyjnie. Czes$¢ druga.

80



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Uzyskane wyniki wskazujg, ze peptyd TP10-NH,, oraz koniugat K-Pep-1 wnikajg do wnetrza
komoérek C. albicans, a nie wnikajg do komérek C.glabrata. Wnikanie do komérek C.albicans odbywa
sie bez udziatu permez peptydowych, najprawdopodobniej na drodze dyfuzji prostej. Czym dtuzszy
czas inkubacji, tym mozna zauwazy¢ silniejszy sygnat fluorescencyjny w komorkach, z wyjgtkiem
probek po inkubacji 30 i 60 min, gdzie nie wida¢ znaczgcej roznicy. Oznacza to, ze stezenie zwigzkow
w komorce wzrasta w czasie oraz, ze zwigzki nie gromadzg si¢ w btonie komdrkowej. Z kolei CIP nie
wnika do komoérek grzybowych. Wyniki te ttumaczg brak aktywnosci peptydu i koniugatu wobec C.
glabrata oraz brak aktywnosci CIP wobec komérek grzybowych. Gtéwnym miejscem gromadzenia sie
zwigzkow jest cytozol, co jest zgodne z danymi literaturowymi, ktére wskazujg, ze peptyd TP10-NH,

akumuluje sie w cytozolu lub wakuolach w zaleznosci od stezenia zwigzku [52].

3.4.2. Dziatanie biologiczne koniugatéw parasoli molekularnych z FMDP lub cispentacyng

FMDP i cis-pentacyna sg inhibitorami cytozolowych enzyméw grzybowych — odpowiednio
syntazy GIcN-6-P i syntetazy lle-tRNA". Oba te zwigzki, z uwagi na ich hydrofilowy charakter, nie
wnikajg do komoérek na drodze dyfuzji prostej, lecz sa transportowane za posrednictwem
Zlokalizowanych w btonie permeaz, dedykowanych dla przenoszenia naturalnych metabolitow: L-
glutaminy i L-proliny. Transport FMDP przez permeaze glutaminowg jest wysoce nieefektywny,
natomiast opornos¢ drobnoustrojow grzybowych na cis-pentacyne jest na ogoét konsekwencjg mutacji
w genie kodujgcym permeaze prolinowg. W tej sytuacji, konstrukcja koniugatow FMDP i cis-pentacyny
z nanonosnikami molekularnymi wydaje sie jedng z najbardziej obiecujgcych strategii polepszenia

wiasciwosci przeciwgrzybowych tych zwigzkow.

W ramach tej pracy zbadano wiasciwosci biologiczne koniugatow FMDP lub cis-pentacyny z
nosnikami molekularnymi, zwyczajowo nazywanymi ,parasolami molekularnymi”. Pula badanych
koniugatow obejmowata: a) koniugaty ,sztywne”, w ktérych FMDP lub cis-pentacyna sg potgczone
wigzaniem amidowym z ,rgczkg” parasola o réznej dtugosci; b) koniugaty rozszczepialne zawierajgce

wigzanie disiarczkowe; c) koniugaty rozszczepialne zawierajgce TML.

Aktywnosc¢ przeciwgrzybowa in vitro koniugatéw parasoli molekularnych z FMDP lub cispentacyng

Okreslono aktywnos$¢ przeciwgrzybowg in vitro koniugatéw i ich sktadowych wobec C.
albicans, C. glabrata i C. krusei. Wyznaczono wartosci MICs, i MICy, dla cis-pentacyny, FMDP i 14
koniugatow w podtozu RPMI 1640, rekomendowanym do okreslania aktywno$ci przeciwgrzybowej w

procedurze CLSI oraz w podtozu minimalnym YNB. Wyniki przedstawiono w tabelach 19 i 20.
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Tab. 19. Aktywnosci przeciwgrzybowa koniugatéw cis-pentacyny i FMDP z parasolami molekularnymi oraz ich sktadnikoéw w podtozu RPMI-1640. Przedstawiono $rednie

wartosci z co najmniej trzech oznaczen.

Nazwa zwigzku MIC [mM]

C.albicans ATCC 10231 C. albicans SC 5314 C.glabrata DSM 11226 C.krusei DSM 6128

MICgo MICso MICgp MICsp MICgo MICsp MICgp MICsp
K-Umb-1 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-2 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-3 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-4 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-6 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-7 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-8 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-9 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>] >>] >>]
K-Umb-10 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>] >>1 >>]
K-Umb-11 0,24 0,17 0,27 0,2 0,9 0,4 >>1 >>1
K-Umb-12 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Umb-13 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Umb-14 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
Cispentacyna 0,34 0,08 0,36 0,21 >>1 0,51 0,57 0,28
FMDP >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
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Tab. 20. Aktywnosci przeciwgrzybowa koniugatéw cis-pentacyny i FMDP z parasolami molekularnymi oraz ich sktadnikéw w podtozu YNB. Przedstawiono srednie wartosci z co

najmniej trzech oznaczen.

Nazwa zwigzku MIC [mM]

C.albicans ATCC 10231 C. albicans SC 5314 C.glabrata DSM 11226 C.krusei DSM 6128

MICgo MICsg MICgo MICso MICgo MICso MICgo MICso
K-Umb-1 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-2 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-3 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-4 >>0,5 0,3 >>0,5 0,4 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-5 >>0,5 0,2 >>0,5 0,2 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-6 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-7 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-8 >>0,5 04 >>0,5 04 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-9 >>1 0,35 >>1 0,5 >>1 >>] >>1 >>1
K-Umb-10 >>0,5 0,3 >>0,5 0,3 >>0,5 >>0,5 >>0,5 >>0,5
K-Umb-11 0,22 0,13 0,29 0,17 >>1 0,55 >>1 >>1
K-Umb-12 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Umb-13 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Umb-14 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
Cispentacyna 0,1 0,02 0,15 0,1 0,5 0,1 0,15 0,09
FMDP >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
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Wyniki przeprowadzonych badan wykazaly, ze parasole molekularne bez dotgczonych
czgsteczek aktywnych nie wykazujg aktywnosci przeciwgrzybowej. Cis-pentacyna wykazuje
aktywnos$¢é wobec wszystkich badanych szczepdéw, natomiast FMDP jest nieaktywny. W przypadku
koniugatéw, stwierdzono znaczaca aktywnos$¢ zwigzku K-Umb-11 wobec C. albicans i C. glabrata w
obu podtozach i brak aktywnosci wobec C. krusei. Ponadto kilka koniugatow (K-Umb-4, K-Umb-5, K-
Umb-8, K-Umb-9 i K-Umb-10) wykazato stabg aktywnos$¢ wobec C. albicans (jedynie warto$é MICso) w
poditozu YNB.

Jakos$ciowa ocena zdolnoSci koniugatéw parasoli molekularnych z inhibitorami enzymatycznymi do

wnikania do komorek grzybowych za pomocg mikroskopii konfokalnej i fluorescencyjnej

W zwigzku z faktem, ze wiekszo$¢ zbadanych koniugatéw parasoli molekularnych z
inhibitorami  enzymatycznymi nie wykazywata aktywnosci przeciwgrzybowej podjeto proby
sprawdzenia, czy tego typu koniugaty wnikajg do komodrek grzybowych. Wykorzystano w tym celu
fluorogenng pochodng koniugatu, zwigzek K-Umb-15. Komérki grzybowe inkubowano w obecnosci
tego zwigzku i obserwowano ewentualng akumulacje wewnagtrzkomoérkowg za pomocg mikroskopii.

Wyniki tych analiz przedstawiono na rys. 38 - 43.

Rys.38. Komérki C. albicans ATCC 10231 inkubowane 30 min w 30°C — kontrola ujemna.
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Rys.39. Komérki C. albicans ATCC 10231 inkubowane ze zwigzkiem K-Umb-15 30 min w 30°C.

Rys.40. Komorki C. glabrata inkubowane 30 min w 30°C — kontrola ujemna.

Rys.41. Komorki C. glabrata inkubowane ze zwigzkiem K-Umb-15 30 min w 30°C.
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Rys.42. Komorki C. krusei inkubowane 30 min w 30°C — kontrola ujemna.

Rys.43. Komorki C. krusei inkubowane ze zwigzkiem K-Umb-15 30 min w 30°C.

Z wykonanych obserwacji wynika, ze zwigzek K-Umb-15 nie wnika do wnetrza komorek
grzybowych. Zaobserwowane rezultaty mogg czesciowo ttumaczyé wyniki oznaczenia aktywnosci
niektérych z badanych koniugatéw parasoli z inhibitorami enzymatycznymi, poniewaz zwigzek K-Umb-
15 mozna uzna¢ za analog strukturalny zwigzkow K-Umb-13 i K-Umb-14, ktére nie wykazujg
aktywnosci wobec C. albicans, C. glabrata i C. krusei. Nie mozna natomiast jednoznacznie stwierdzic,
czy w podobny sposdb zachowujg sie inne koniugaty, gdyz nie dysponowano ich fluorogennymi

analogami.
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Analiza rozktadu enzymatycznego koniugatoéw w uktadzie modelowym i w ekstrakcie bezkomorkowym

z wykorzystaniem RP-HPLC

W dalszej kolejnosci wykonano badania hydrolizy enzymatycznej przy pomocy RP-HPLC w
celu okreslenia, czy koniugaty zawierajgce TML ulegajg hydrolizie enzymatycznej w ukladzie
modelowym pod wptywem esterazy z watroby swinskej oraz w ekstrakcie bezkomoérkowym z C.

albicans. Produkty reakcji analizowano za pomocg RP-HPLC z detektorem MS.

W pierwszej kolejnosci wykonano analize wzorcow. Na rysunkach 44 - 47 zostaty
przedstawione chromatogramy i widma masowe sktadowych koniugatow bedgcych zwigzkami

czynnymi bez dodatkéw enzymow i ekstraktu bezkomorkowego.
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Rys.44. Chromatogram wodnego roztworu FMDP.

Widmo masowe przedstawione na rysunku 45 otrzymano dla FMDP eluowanego z czasem retencji
3,8 min. Otrzymany sygnat, kitéry jest widoczny na ponizszym widmie masowym (m/z = 215,3)
pochodzi od FMDP i odpowiada [M-H].
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Rys.45. Widmo masowe FMDP, eluowanego z czasem 3,8 min.
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Rys.46. Chromatogram wodnego roztworu cispentacyny.
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Czas retencji cispentacyny wynosi 1,9 min. Najsilniejszy sygnat widoczny na ponizszym widmie (m/z =

128,3) odpowiada [M-H] cis-pentacyny.

x10 2 |-ESI Scan (rt: 1.648-2.249 min, 39 scans) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 CIS PENTACYNA.d
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Rys.47. Widmo masowe cispentacyny eluowanej z czasem retencji 1,9 min.

Kolejnymi zwigzkami, ktére poddano wstepnej analizie w celu uzyskania informacji
referencyjnych, byty odpowiednio koniugaty K-Umb-8, K-Umb-10, K-Umb-11, K-Umb-13. Otrzymane

wyniki przedstawiono na rysunkach 48 — 55.
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Rys.48. Chromatogram wodnego roztworu K-Umb-8.
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Rys.49. Widmo masowe zwigzku K-Umb-8.

«10 2 [-ESI TIC Scan Frag=135.0v CF=0.000 DF=0.000 R93 SAM.d
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Rys.50. Chromatogram wodnego roztworu K-Umb-10.
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x10 2 |-ESI Scan (rt: 1.869 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R93 SAM.d
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Rys.51. Widmo masowe zwigzku K-Umb-10.

x10 2 |-ES! TIC Scan Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R93A SAM.d
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Rys.52. Chromatogram wodnego roztworu K-Umb-11.

x10 2 |-ESI Scan (rt: 1.790 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R93A SAM.d
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Rys. 53. Widmo masowe zwigzku K-Umb-11.

%10 2 |-ESI TIC Scan Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R158 SAM.d

0.8 i

0.6 I
|

0.4 I

0.2 I
|| /\\

ob— — - e ———— — e ]

1 2 3 4 5 _ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Rys.54. Chromatogram wodnego roztworu K-Umb-13.
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x10 2 |-ESI Scan (rt: 3.830 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R158 SAM.d
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Rys.55. Widmo masowe zwigzku K-Umb-13.

W otrzymanych chromatogramach wystepuje brak wyraznych pikéw od koniugatéow, a w
widmach MS brak pikow masowych dla tych zwigzkéw. W konsekwencji, analiza mieszanin
poreakcyjnych koniugatéw poddanych hydrolizie enzymatycznej mogta by¢ oparta jedynie na
poszukiwaniu pikdw pochodzacych od uwolnionych inhibitorow enzymatycznych (FMDP Ilub cis-
pentacyny).

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie, czy pod wplywem esterazy zachodzi hydroliza
enzymatyczna koniugatéw z TML i uwolnienie czgsteczki aktywnej. Zwrécono szczegdlng uwage na
sygnaty, ktére pochodzity od FMDP (m/z = 215,3) lub cispentacyny (m/z = 128,3), ktére mogtyby
Swiadczy¢, ze czgsteczka aktywna zostata uwolniona z koniugatu.

W pierwszej kolejnosci sprawdzono zachowanie inhibitoréw (FMDP i cispentacyny) w
obecnosci esterazy. Bylo to niezbedne, poniewaz FMDP zawiera w swojej strukturze wigzanie
estrowe, ktére mogtyby ulec modyfikacji pod wptywem dziatania esterazy. Dzieki temu, mozna byto
uzyskac¢ informacje, jakich sygnatéw mozna spodziewaé sie po dziataniu esterazy na koniugat. Ponizej

przedstawiono chromatogramy i widma masowe otrzymane na tym etapie badania (rys.56 - 59).
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Rys.56. Chromatogram FMDP poddanemu dziataniu esterazy.

x10 5 |-ESI Scan (rt: 3.703-4.225 min, 34 scans) Frag=135.0v CF=0.000 DF=0.000 FMDP+enzym 2.d
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Rys.57. Widmo masowe FMDP poddanemu dziataniu esterazy.
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x10 2 -ESI TIC Scan Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 CIS PENTACYNA ENZYM2.d
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Rys.58. Chromatogram cispentacyny poddanej dziataniu esterazy.
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Rys.59. Widmo masowe cispentacyny poddanej dziataniu esterazy.

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata, ze ani FMDP ani cispentacyna nie ulegajg zmianie
pod wptywem dziatania esterazy, wiec oczekiwany sygnat od tych skladowych koniugatu moze
pozosta¢ w formie pierwotnej takiej, jak przedstawiono na rysunkach 44 - 47.

W dalszym etapie wykonano badania dotyczgce wplywu dziatania esterazy na zwigzki K-Umb-
8, K-Umb-10, K-Umb-11 i K-Umb-13. Analiza chromatograméw oraz widm masowych polegata na
poszukiwaniu sygnatéw pochodzgcych od FMDP (w przypadku zwigzkow K-Umb-8 i K-Umb-13) lub
cis-pentacyny (w przypadku zwigzkow K-Umb-10 oraz K-Umb-11). Ponizej na rysunkach 60-67

przedstawiono otrzymane na tym etapie wyniki.
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x10 2 |-ESI TIC Scan Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R89+enzym1.d
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Rys.60. Chromatogramy zwigzku K-Umb-8, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0, 40
i 120 minut).
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Rys.61. Widma masowe zwigzku K-Umb-8, ktory zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0, 40
i 120 minut).
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Rys.62. Chromatogramy zwigzku K-Umb-10, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0,
40 120 minut).
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Rys.63. Widma masowe zwigzku K-Umb-10, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0,
40 i 120 minut).
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Rys.64. Chromatogramy zwigzku K-Umb-11, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0,
40 120 minut).
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Rys.65. Widma masowe zwigzku K-Umb-11, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0,
40 120 minut).
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x10 2 [-ESI TIC Scan Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R158+enzym1.d
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Rys.66. Chromatogramy zwigzku K-Umb-13, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0,
40 120 minut).
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x10 3 -ESI Scan (rt: 3.877 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R158+enzym3.d
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Rys.67. Widma masowe zwigzku K-Umb-13, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0,
40 120 minut).
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Po wykonaniu wszystkich pomiaréw przeanalizowano wyniki, ktére ujawnity, ze dziatanie
esterazy na koniugaty K-Umb-8, K-Umb-10 i K-Umb-11 nie powoduje uwolnienia inhibitora
enzymatycznego (FMDP lub cis-pentacyny). W chromatogramach K-Umb-13 nie zaobserwowano
sygnatu o czasie retencji 1,9, ale w widmach masowych dla 40 min oraz 120 min inkubacji mozna
zaobserowac¢ pik o m/z = 215,3, co odpowiada [M-H] dla FMDP, ktérego intensywnos$¢ jest wieksza
dla préby pobranej po dtuzszym czasie inkubacji. Otrzymane wyniki oznaczajg, ze K-Umb-13 ulega
przypuszczalnie hydrolizie pod wptywem enzymu uwalniajgc FMDP, jednak szybkos¢ tej hydrolizy jest
niewielka.

W drugim etapie tych badan dokonano analizy mozliwego rozktadu koniugatow pod wptywem
ekstraktu bezkomodrkowego komérek C.albicans ATCC 10231. W przypadku zwigzkéw K-Umb-8 i K-
Umb-13 zwracano uwage na sygnat pochodzacy od FMDP (czas retencji ok. 3,8 min), a w przypadku
K-Umb-10 i K-Umb-11 zwracano uwage na sygnat pochodzacy od cispentacyny (czas retencji ok.1,9

min). Na rysunkach 68 - 75 przedstawiono otrzymane chromatogramy i widma masowe.
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x10 2 |-ESI TIC Scan Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 R89 + ekstrakt WIR3 .d
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Rys.68. Chromatogramy zwigzku K-Umb-8, ktdry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas
trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Rys.69. Widma masowe zwigzku K-Umb-8, ktéry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas
trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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x10 1 -ESI TIC Scan Frag=135.0v CF=0.000 DF=0.000 R93 + ekstrakt WIRZ.d
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Rys.70. Chromatogramy zwigzku K-Umb-10, ktéry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomoérkowego (czas
trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Rys.71. Widma masowe zwigzku K-Umb-10, ktéry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas

trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Rys.72. Chromatogramy zwigzku K-Umb-11, ktéry zostat poddany dziataniu ekstrakiu bezkomorkowego (czas
trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Rys.73. Widma masowe zwigzku K-Umb-11, ktéry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas

trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Rys.74. Chromatogramy zwigzku K-Umb-13, ktéry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas
trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Rys.75. Widma masowe zwigzku K-Umb-13, ktéry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas

trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).

Analizujgc powyzsze wyniki, mozna stwierdzi¢, ze jednoznaczne rezultaty otrzymano dla
koniugatu K-Umb-13. Uwalnianie z tego koniugatu FMDP zostato potwierdzone poprzez obecnos¢
piku o czasie retencji 3,8 min oraz sygnatu m/z = 215,3 w widmach masowych. W przypadku
koniugatu K-Umb-8, hydroliza pod wptywem ekstraktu bezkomdrkowego i tym samym uwolnienie
FMDP jest mozliwa (odpowiedni sygnat w widmie MS), ale brak sygnatu na chromatogramie swiadczy
o tym, ze hydroliza enzymatyczna moze zachodzi¢ wolno. W przypadku chromatograméw koniugatow
K-Umb-10 i K-Umb-11 poddanych hydrolizie w ekstrakcie bezkomdrkowym nie wystepujg piki o czasie
retencji 1,8 min, ale w widmach MS pojawiajg sie piki 0 m/z = 145,1 lub m/z = 145,2, ktore
odpowiadajg M+16 masy cis-pentacyny. Moze to swiadczy¢ o tym, ze cispentacyna jest uwalniania z
koniugatu, ale dalej ulega modyfikacji (np. wprowadzeniu grupy —OH).
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Okreslenie mechanizmu dziatania parasoli z cispentacyng przy zastosowaniu odwracalnego

charakteru L-izoleucyny wzgledem cispentacyny

Cis-pentacyne mozna uzna¢ za antymetabolit L-izoleucyny, gdyz jest ona inhibitorem

lle

syntetazy lle-tRNA™, dla ktorej L-lle jest substratem. W celu okreslenia, czy obserwowane hamowanie

wzrostu C. albicans przez koniugat K-Umb-11 jest konsekwencjg hamowania aktywnosci lle-tRNA",
wykonano badanie polegajgce na probie odwrdcenia dziatania K-Umb-11 i cispentacyny poprzez
dodanie L-izoleucyny do poditoza minimalnego. Badanie zostato wykonane wzgledem szczepu
C.albicans ATCC 10231 w minimalnym podtozu ptynnym YNB-SA oraz w minimalnym podiozu

ptynnym YNB-SA z dodatkiem 10 mM L-lle. Wyniki przedstawiono w tabeli 20.

Tab.20. Wptyw obecnosci L-izoleucyny w podtozu na aktywnos$¢ grzybostatyczng cis-pentacyny i koniugatu K-

Umb-11.
YNB — SA YNB — SA + L-lle
MICgo MICsp MICgo MICsg
[mM] [mM] [mM] [mM]
cispentacyna 0,081 0,015 0,453 0,111
K-Umb-11 0,251 0,148 0,239 0,152

Nie ulega watpliwosci, ze dodatek L-lle powoduje znaczgce odwrdcenie dziatania cis-
pentacyny, natomiast mozna zauwazy¢ brak wptywu obecnosci tego aminokwasu na dziatanie K-Umb-
11. Moze to oznacza¢, ze aktywnos¢ przeciwgrzybowa K-Umb-11 wynika z innego powodu niz

obecno$¢ cispentacyny w strukturze koniugatu.

Wyniki uzyskane w tej czesci pracy wskazuja, ze koniugaty parasoli molekularnych z FMDP i
cispentacyng w gtéwnej mierze nie wykazujg aktywnosci przeciwgrzybowej wzgledem szczepow
C.albicans, C.glabrata oraz C. krusei. Jedynym koniugatem, ktéry wykazat aktywnos$é zblizong do
aktywnosci czgsteczki aktywnej — cispentacyny — byt K-Umb-11. Badania dotyczace rozktadu
enzymatycznego koniugatow w ukiadzie modelowym i w ekstrakcie bezkomodrkowym nie byty
jednoznaczne w kwestii uwalniania przez koniugat czgsteczki aktywnej. Jednakze zbadanie dziatania
parasola z cispentacyng przy zastosowaniu odwracalnego charakteru L-izoleucyny wzgledem
cispentacyny wskazato, ze aktywnos$é parasola nie jest zwigzana z obecnoscig cispentacyny w
strukturze czagsteczki. Brak aktywnosci pozostatych koniugatéw moze byé czesciowo spowodowany
brakiem ich zdolnosci do wnikania do wnetrza komorek grzybowych. Badania na ten temat wykazaty,
ze koniugat K-Umb-15 z tgcznikiem TML oraz tancuchem w tgczniku o dtugosci n=6 znakowany
fluorescencyjnie, nie wnika do wnetrza komoérek grzybowych. Jednak nie mozna mie¢ pewnosci, ze
kazdy z koniugatow nie ma zdolnosci do wnikania do tych komoérek, poniewaz nie byto mozliwosci

wykonania obserwacji mikroskopowych dla kazdego ich rodzaju.

101


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

3.4.3. Dziatanie biologiczne koniugatéw FMDP i cispentacyny z nanosnikami lipidowymi

Kolejng grupg badanych zwigzkow byty koniugaty FMDP i cis-pentacyny z nanosnikami
lipidowymi, w strukturze ktérych wystepuje ugrupowanie TML. Koniugaty te réznig sie strukturg
fragmentu lipidowego o charakterze alifatycznego lub aromatycznego kwasu karboksylowego

wystepujgcego jako acyl tworzacy wigzanie estrowe z grupg -OH TML.

Aktywno$c¢ przeciwgrzybowa in vitro koniugatéw nanono$nikow lipidowych z FMDP i cispentacyng

Okreslono aktywnos$¢ przeciwgrzybowsg in vitro koniugatow wobec C. albicans, C. glabrata i C.
krusei. Wyznaczono wartosci MICsy i MICy, dla cis-pentacyny, FMDP i 6 koniugatéw w podiozu
RPMI-1640, rekomendowanym do okreslania aktywnosci przeciwgrzybowej w procedurze CLSI oraz

w podtozu minimalnym YNB. Wyniki przedstawiono w tabelach 21 i 22.
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Tab. 21. Aktywnosci przeciwgrzybowa koniugatéw cis-pentacyny i FMDP z nano$nikami lipidowymi w podtozu RPMI-1640. Przedstawiono $rednie warto$ci z co najmniej trzech

oznaczen.

Nazwa MIC [mM]
zwigzku C.albicans ATCC 10231 C. albicans SC 5314 C.glabrata DSM 11226 | C.krusei DSM 6128
MICgo MICso MICgo MICso MICgo MICso MICgo MICso
K-Lip-1 >>1 0,8 >>1 0,85 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-2 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-3 0,23 0,13 0,85 0,3 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-4 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-5 >>] >>] >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-6 0,3 0,16 0,91 0,53 >>1 >>1 >>1 >>1
Cispentacyna | 0,34 0,08 0,36 0,21 >>1 0,51 0,57 0,28
FMDP >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1

Tab. 22. Aktywnosci przeciwgrzybowa koniugatéw cis-pentacyny i FMDP z nanono$nikami lipidowymi w podtozu YNB. Przedstawiono srednie warto$ci z co najmniej trzech

oznaczen.

Nazwa MIC [mM]
zwigzku C.albicans ATCC 10231 C. albicans SC 5314 C.glabrata DSM 11226 C.krusei DSM 6128

MICgo MICso MICgo MICso MICgo MICsg MICgo MICso
K-Lip-1 >>1,8 0,6 >>1,8 0,9 >>1,8 >>1,8 >>1,8 >>1,8
K-Lip-2 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-3 0,15 0,07 0,48 0,1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-4 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-5 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
K-Lip-6 0,22 0,1 0,57 0,38 >>1 >>1 >>1 >>1
Cispentacyna | 0,1 0,02 0,15 0,1 0,5 0,1 0,15 0,09
FMDP >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1 >>1
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Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze aktywnos¢ wobec C. albicans wykazujg dwa z
szes$ciu koniugatéw t.j. K-Lip-3, K-Lip-6. W obu zwigzkach wystepuje ta sama struktura nanosnika, a
réznig sie one obecnoscig inhibitora, czyli FMDP w K-Lip-3 i cis-pentacyny w K-Lip-6. Aktywnos$¢ obu
zwigzkéw byta nieco wyzsza w podtozu minimalnym YNB-SA. Oba zwigzki, podobnie jak i pozostate

koniugaty, okazaty sie nieaktywne wobec komoérek C.glabrata oraz C.krusei.

Analiza rozktadu enzymatycznego koniugatéw w uktadzie modelowym i w ekstrakcie bezkomoérkowym

z wykorzystaniem RP-HPLC

W celu okreslenia, czy koniugaty lipidowe zawierajgce TML ulegajg hydrolizie pod wptywem

ekstraktu bezkomorkowego, wykonano badania przy pomocy RP-HPLC.

Po analizie wzorcéw przeprowadzono wiasciwe badanie zwigzku K-Lip-1, ktéry pemnit role
reprezentanta tej grupy zwigzkéw. Wyniki dla zwigzku bez dodatku enzymu oraz bez ekstraktu

bezkomorkowego przedstawiono na rysunku 76 i 77.
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Rys.76. Chromatogram roztworu K-Lip-1 w DMSO.
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Rys.77. Widmo masowe zwigzku K-Lip-1.

Podobnie jak w analogicznej analizie z poprzedniego rodziatu, charakterystyczne sygnaty,
ktérych poszukiwano w dalszych etapach eksperymentu dotyczyty FMDP (m/z = 215,3), ktére

wystepowato w strukturze koniugatu jako czgsteczka aktywna.
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W dalszym etapie wykonano badania dotyczace dzialania esterazy na zwigzek K-Lip-1.

Analiza chromatogramoéw i widm masowych polegata na poszukiwaniu sygnatéw pochodzgcych od

FMDP. Ponizej na rysunkach 78 i 79 przedstawiono otrzymane rezultaty.
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Rys.78. Chromatogramy zwigzku K-Lip-1, ktéry zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0, 40 i
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120 minut).
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Rys.79. Widma masowe zwigzku K-Lip-1, ktory zostat poddany dziataniu esterazy (czas trwania hydrolizy: 0, 40 i
120 minut).

W powyzszych wynikach mozna zaobserwowac piki o czasie retencji 3,8 min, ktére pochodzg
od FMDP, co zostato réwniez potwierdzone przez analize widma masowego tego zwigzku (sygnat m/z
= 215,3). Otrzymane wyniki oznaczajg, ze K-Lip-1 ulega hydrolizie pod wptywem enzymu uwalniajgc
FMDP. Warto réwniez zauwazy¢, ze szybkos$¢ hydrolizy dla koniugatu K-Lip-1 jest wysoka w
poréwnaniu z wynikami otrzymanymi dla koniugatéw parasoli molekularnych z FMDP i cispentacyng
(rozdziat 3.4.2.). Moze by¢ to spowodowane réznicg w wielko$ci i budowie przestrzennej czgsteczki.

Ostatnim etapem badania bylo sprawdzenie, czy koniugat ulega hydrolizie pod wptywem
ekstraktu bezkomérkowego komérek C.albicans ATCC 10231. Na rysunkach 80 i 81 przedstawiono

otrzymane chromatogramy i widma masowe.
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Rys.80. Chromatogramy zwigzku K-Lip-1, ktéry zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas

trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Rys.81. Widma masowe zwigzku K-Lip-1, ktory zostat poddany dziataniu ekstraktu bezkomérkowego (czas

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

trwania hydrolizy: 0, 40 i 120 minut).
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Analizujgc powyzsze wyniki, mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze zwigzek K-Lip-1 ulega
hydrolizie pod wptywem enzymdéw zawartych w ekstrakcie bezkomérkowym z C. albicans. Uwalnianie
z koniugatu czgsteczki FMDP zostato wykazane poprzez obecnos¢ piku o czasie retencji 3,8 min oraz

sygnatu m/z = 215,3 w widmach masowych.

Okredlenie mechanizmu dziatania zwigzkéw lipidowych z TML i FMDP przy zastosowaniu

odwracalnego charakteru N-acetylo-glukozaminy z FMDP oraz L-izoleucyny z cispentacyng

Aby okresli¢ mechanizm dziatania koniugatéw, w dalszej kolejnosci wykonano badanie
polegajgce na probie odwrdcenia dziatania przeciwgrzybowego koniugatu FMDP poprzez dodanie N-
acetylo-D-glukozaminy do podtoza hodowlanego. Dzigki takiemu badaniu mozna stwierdzi¢, czy
aktywnos¢ przeciwgrzybowa wykazywana przez dany zwigzek, jest efektem dziatania FMDP
dotgczonego do wybranego nosnika. Analogicznie wykonano probe ze zwigzkiem zawierajgcym
cispentacyne, w przypadku ktérego do podtoza dodano L-izoleucyne. Do badania wykorzystano
zwigzek K-Lip-6 oraz zwigzek K-Lip-3. Badanie zostato wykonane wzgledem szczepu C.albicans
ATCC 10231 w minimalnym podifozu ptynnym YNB-SA oraz w minimalnym podtozu ptynnym YNB-SA
z dodatkiem 10 mM N-acetylo-glukozaminy lub 10 mM L-izoleucyny. Wyniki przedstawiono w tabelach

23 - 24 ponizej.

Tab.23. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa K-Lip-6 wobec szczepu C.albicans ATCC 10231 w przypadku ptynnego
podtoza minimalnego YNB-SA oraz podtoza YNB-SA z dodatkiem L-lle.

YNB — SA YNB-SA+L-lle

MICgo [MM] MICso [MM] MICgo [MM] MICso [mMM]
cispentacyna 0,081 0,015 0,453 0,111
K-Lip-6 0,305 0,154 0,287 0,141

Tab.24. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa K-Lip-3 wobec szczepu C.albicans ATCC 10231 w przypadku ptynnego
podtoza minimalnego YNB-SA oraz podtoza YNB-SA z dodatkiem N-acetylo-glukozaminy.

YNB - SA YNB - SA + NAG
MICgo [mM] MICso [mM] MICgp [mM] MICso [mM]
K-Lip-3 0,173 0,083 0,167 0,096

W powyzszych wynikach mozna zaobserwowac brak jednoznacznej zaleznosci pomiedzy
aktywnoscig przeciwgrzybowg K-Lip-3 a obecno$cig dodatku N-acetylo-glukozaminy w podtozu
hodowlanym. Moze to oznaczaé, ze aktywnos$¢ przeciwgrzybowa K-Lip-3 wynika z innego powodu niz

obecnosé FMDP w strukturze zwigzku.
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Podobne wnioski mozna wyciggngé na podstawie wynikéw dla koniugatu K-Lip-6, ktory
zawiera w swojej strukturze cispentacyne. Dodatek L-lle nie wptywa znaczgco na jego aktywnosé, co

moze swiadczy¢, ze wynika ona z innego powodu niz obecnos¢ cispentacyny w strukturze koniugatu.

Jako$ciowa ocena zdolno$ci koniugatéw lipidowych z cispentacyng i FMDP do wnikania do komérek

grzybowych za pomocg mikroskopii konfokalnej

Kolejnym badaniem byto okreslenie zdolnosci zwigzkéw lipidowych do wnikania do komorek
grzybowych. Wybrane koniugaty byly znakowane fluoresceing. Na ponizszych zdjeciach
przedstawiono obserwacje probek inkubowanych ze zwigzkami K-Lip-7 oraz K-Lip-8 (szczepy
C.albicans ATCC 10231, C.glabrata oraz C.krusei).

Rys.82. Komorki C. albicans ATCC inkubowane 30 min w 30°C — kontrola ujemna.

Rys.83. Komorki C. albicans ATCC inkubowane ze zwigzkiem K-Lip-7 30 min w 30°C.
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Rys.85. Komdrki C. glabrata inkubowane 30 min w 30°C — kontrola ujemna.

Rys.86. Komoérki C. glabrata inkubowane ze zwigzkiem K-Lip-7 30 min w 30°C.
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Rys.87. Komarki C. glabrata inkubowane ze zwigzkiem K-Lip-8 30 min w 30°C.

Rys.88. Komoérki C. krusei inkubowane 30 min w 30°C — kontrola ujemna.

Rys.89. Komorki C. krusei inkubowane ze zwigzkiem K-Lip-7 30 min w 30°C.
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Rys.90. Komérki C. krusei inkubowane ze zwigzkiem K-Lip-8 30 min w 30°C.

Z wykonanych obserwacji wynika, ze zwigzek K-Lip-7 nie wnika do wnetrza komodrek
grzybowych. Zwigzek K-Lip-8 wnika do komoérek grzybowych szczepu C. albicans, ale gromadzi sie
gtéwnie w obrebie btony komérkowej. Zaobserwowane rezultaty mogg czesciowo ttumaczy¢ wyniki
oznaczenia aktywnosci badanych zwigzkdw, poniewaz zwigzek K-Lip-8 mozna uzna¢ za analog
strukturalny zwigzkéw K-Lip-3 i K-Lip-6, ktére wykazujg aktywnos¢ wobec C. albicans, a sg
nieaktywne wobec C. glabrata i C. krusei. Ponadto K-Lip-8 oraz inne zwigzki zawierajgce podobne
ugrupowania lipidowe mogg samoorganizowaé sie w wieksze agregaty i inne struktury, co moze

ttumaczy¢ ich agregacje w btonie komorkowe;.

W poprzednim rozdziale stwierdzono, ze aktywnos¢ obu koniugatéw nie jest zwigzana z obecnoscig w
ich strukturze zwigzkéw aktywnych. Na podstawie obecnych wynikéw, mozna przypuszczaé, ze
dziatanie koniugatéw majgcych w swojej strukturze tahcuchy lipidowe moze mie¢ charakter btonowy.
Warto zauwazy¢, ze zwigzki K-Lip-3 i K-Lip-6 majg najdiuzsze fancuchy weglowodorowe sposrdd
badanych zwigzkéw. W literaturze mozna znalez¢ przypadki, kiedy wtadnie takie struktury wykazywaty
wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [76-81], wiec mozna przypuszczaé, ze wilasnie ten element
struktury koniugatow lipidowych moze wplywaé na ich aktywno$¢ przeciwgrzybowa. Dodatkowo
nalezy zauwazy¢, ze zaden ze zwigzkdéw nie wnika do wnetrza komoérek C.glabrata i C.krusei i rowniez

nie wykazuje wobec nich aktywnosci przeciwgrzybowe;j.
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3.4.4. Dziatanie biologiczne koniugatéw parasoli molekularnych z makrolidowymi antybiotykami

polienowymi

Makrolidowe antybiotyki polienowe sg znane ze swojej wysokiej aktywnosci przeciwgrzybowej,
ale réwniez toksycznosci wobec komoérek ssaczych. Jednym z mozliwych sposobdéw polepszenia
selektywnej toksycznosci tych zwigzkdw moze byé odpowiednia modyfikacja chemiczna czgsteczki
antybiotyku. W ramach niniejszej pracy zbadano aktywnos$¢ biologiczng oraz wihasciwosci
fizykochemiczne 12 koniugatéw amfoterycyny B (AmB) i nystatyny (Nys) z parasolami molekularnymi.
Zwigzkami odniesienia byly macierzyste antybiotyki, a badania miaty na celu ustalenie jaki wptyw na

selektywng toksycznos¢ AmB i Nys ma wprowadzenie podstawnikow.

Aktywno$c¢ przeciwgrzybowa in vitro koniugatéw parasoli molekularnych z amfoterycyng B i nystatyng

W pierwszej fazie badan okreslono aktywnosé przeciwgrzybowg parasoli molekularnych,
AmB, Nys oraz koniugatéw parasoli z AmB lub Nys w podtozu RPMI-1640 wobec trzech szczepow
grzybowych: C. albicans ATCC 10231, C. albicans SC 5314, C. glabrata DSM 11226. Wyznaczono

wartosci MICsq i MICgo. Wyniki 0znaczenia przedstawiono w tabeli 25 ponizej.

Tab.25. Przesiewowe oznaczenie aktywnosci parasoli molekularnych, amfoterycyny B, nystatyny oraz ich

koniugatéw.

Zwigzek C. albicans ATCC C. albicans SC 5314 C. glabrata DSM 11226

10231

MICgo MICso MICgo MICsq MICgo MICso
K-Nat-1 - 32 - - - -
K-Nat-2 - 16 - - - -
K-Amb-1 7 3,1 8 55 7,9 53
K-Amb-2 2,2 1,5 4 1,3 3,8 2,7
K-Amb-3 122 26 131 39 167 80
K-Amb-4 1 0,7 0,5 0,3 4,0 2,7
K-Amb-6 0,7 0,3 0,7 0,4 1,9 1,3
K-Nys-1 35 16 64 18 62 30
K-Nys-2 16,2 12 16 10 25 16
K-Nys-3 73 27 73 33 64 46
K-Nys-4 36 25 44 25 92 40
K-Nys-5 32 20 56 38 67 28
K-Nys-6 110 40 189 60 128 98
AmB 0,5 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3
Nys 1,2 0,7 1,0 0,3 1,2 0,5

Z danych przedstawionych w tabeli 25 wynika, Zze same parasole molekularne wykazujg
pewng aktywnosé przeciwgrzybowg. Aktywnosé kilku koniugatéw byta znaczgco mniejsza niz
aktywnos¢ AmB i Nys. Natomiast cze$¢ koniugatéw (K-Amb-6, K-Amb-4, K-Amb-2, K-Amb-1, K-Nys-
2) wykazuje aktywnos$¢ przeciwgrzybowg bardziej zblizong do aktywnosci macierzystych

antybiotykéw. Dla wybranych koniugatéw, w tym tych o najwiekszej aktywnosci przeciwgrzybowej,
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wyznaczono wartosci MICsy i MICgy wobec szerszej gamy drozdzakéw z rodzaju Candida, w tym
szczepow klinicznych C. albicans i drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Oznaczenie przeprowadzono

w podtozu RPMI-1640. Wyniki przedstawiono w kolejnych tabelach 26 i 27.

Tab.26. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa wybranych koniugatéw parasoli molekularnych z amfoterycyng B.

MICso [ug/ml] MICgo [ug/ml]
AmB | K- K- K- K- AmB K- K- K- K-
Amb- | Amb- | Amb- | Amb- Amb- | Amb- | Amb- | Amb-6
1 2 4 6 1 2 4
C. albicans ATCC 10231 0,3 3,1 1,5 0,7 0,3 0,5 3,8 2 0,8 0,5
C. albicans B3 0,3 2,7 1,8 0,9 0,4 0,5 4.1 1,4 0,8 0,8
C. albicans B4 0,3 6,2 3,5 3,6 1,3 0,5 8,0 2,9 2,3 1,6

S. cerevisiae ATCC 9763 |0,3 2,9 1,7 0,9 0,6 0,5 3,9 1,3 0,8 0,8
C.glabrata DSM 11226 0,3 53 (2,7 |27 1,3 1[0,5 71 36 |[3,6 1,7

C. krusei DSM 6128 0,5 3,2 |41 3,8 1,5 13,3 8,1 3,8 |30 1,8
C. parapsilosis DSM 5784 |0,4 3,3 3,8 1,0 1,7 0,5 4,2 3,2 0,7 2,0
C. albicans SC5314 0,3 5,5 1,3 0,3 (04 |04 7,2 1,8 1|0,5 |0,6

Tab.27. Aktywnos¢ przeciwgrzybowa wybranych koniugatéw parasoli molekularnych z nystatyng.

MICsp [ug/ml] MICgo [ug/ml]
Nys K-Nys- | K-Nys- | K-Nys-5 |Nys K-Nys- [K-Nys-4 |K-Nys-
2 4 2 5

C. albicans ATCC 10231 0,7 12 25 20 1,0 15 32 30
C. albicans B3 0,3 13 50 80 0,5 15 65 60
C. albicans B4 0,8 10 50 33 1,7 15 95 56
S. cerevisiae ATCC 9763 0,3 3 30 24 0,5 3,8 58 32
C.glabrata DSM 11226 0,5 16 40 28 0,8 22 86 44
C. krusei DSM 6128 1,8 17 176 43 3,56 31 >>256 61
C. parapsilosis DSM 5784 0,8 | >>256 32 35 1,9 | >>256 53 59
C. albicans SC5314 0,3 10 25 38 0,8 14 38 45

Z powyzszych rezultatdw wynika, Zze =zaréwno koniugaty parasoli molekularnych z
amfoterycyng B jak i z nystatyng wykazujg aktywnos¢ przeciwgrzybowg w badanym zakresie stezen.
Co wiecej, czes¢ z koniugatéw wykazuje bardzo zblizone wiasciwosci przeciwgrzybowe do natywnych
antybiotykow, szczegolnie K-Amb-6 i K-Amb-4 w poréwnaniu z AmB. Wszystkie wybrane koniugaty z
amfoterycyng B wykazujg podobng aktywno$¢ przeciwgrzybowg wzgledem badanych szczepow. Z
drugiej strony, aktywno$¢é przeciwgrzybowa koniugatdow Nys jest nizsza, niz macierzystego

antybiotyku.
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Witasciwosci hemolityczne wybranych koniugatéw

Okreslono aktywnosé hemolityczng wybranych koniugatéw w poréwnaniu z takg aktywnoscig
macierzystych antybiotykoéw. Wyznaczono wartosci parametru EHsgy, czyli stezenia zwigzku, przy

ktérym zachodzi liza 50% erytrocytow. Wyniki przedstawiono ponizej na rysunku 91 oraz 92.

I Sl
- Il:|||l]|'rrll
I 25,0/mi
- 50,
- .-l'ﬁul]l'ml
I 1 00ugml

40

% Hemolizy

0

K-Amb-4 AmB K-Hys-4 Hys
K-Amb-6 K-Nys-2 K-Nys-5

Nazwa zwigzku

Rys.91. Witasciwosci hemolityczne AmB, Nys i wybranych koniugatéw tych antybiotykéw z parasolami

molekularnymi.

Na wykresie przedstawionym na rysunku 91 pokazano procent erytrocytow, ktére ulegty
hemolizie w zaleznosci od rodzaju zwigzku i jego stezenia. Mozna zauwazy¢, ze w przypadku
koniugatow amfoterycyny B — K-Amb-4 i K-Amb-6 — oba zwigzki wykazujg stabsze wtasciwosci
hemolityczne niz natywny antybiotyk. W przypadku pochodnych nystatyny, jedynie koniugat K-Nys-5
wykazuje stabsze witasciwosci hemolityczne, niz macierzysty antybiotyk. Na rysunku 92 przedstawiono

wartosci EHso wybranych zwigzkdw.
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Rys.92. Wartosci EHso badanych zwigzkéw wyrazona w [ug/mL].

Na podstawie otrzymanych wynikbw mozna stwierdzi¢, Ze najstabsze wiasciwosci
hemolityczne wykazuje zwigzek K-Amb-6. Ma on kilkukrotnie wyzsze EHso niz amfoterycyna B (64
pg/mL, 4 pg/mL odpowiednio). W przypadku nystatyny i jej koniugatow, wszystkie zwigzki majg

porownywalne EHsy, z czego koniugat K-Nys-5 ma nieznacznie wyzsze od reszty zwigzkow.

Na podstawie powyzszych wynikdw oraz wynikow oznaczenia aktywnosci przeciwgrzybowej
obliczono wspdtczynniki selektywnej toksycznosci wybranych zwigzkéw. Wyniki przedstawiono w
tabeli 28.

Tab. 28. Zestawienie zbiorcze: MICg (wobec C. albicans 5314), EHsg oraz indeksy selektywnej toksycznosci S| =

EHs0/MICgo badanych koniugatéw parasoli molekularnych z makrolidowymi antybiotykami polienowymi ).

Zwigzek AmB K- K- K- K- K- K- Nys | K- K- K- K- K- K-
Am [ Am | Am [ Am | Am | Am Nys | Nys | Nys | Nys | Nys | Nys
b-1 | b-2 | b-3 | b4 | b5 | b6 -1 -2 -3 -4 -5 -6

MICg [UM] | 0,3 38 (20 (09 |05 |05 |04 |09 |96 |74 |17,2|19,6| 23,5 64,3

EHso[uM] | 4,3 46 |64 |79 |160|22 |325 44335 |27 |125] 19,1 | 245 | ND

SI 13,4 12 |32 |84 |348|423|739|515|04 |04 |07 10 (10 |-

Indeks selektywnej toksycznosci (SI) okresla zdolno$¢ substancji czynnej do zabijania
drobnoustrojow nie wywoltujgc efektu toksycznego wzgledem komoérek pacjenta. Im wyzszy
wspétczynnik selektywnej toksycznosci, tym zwigzek ma korzystniejsze wtasciwosci terapeutyczne. Z
powyzszych badan wynika, ze wérdd koniugatéw parasoli molekularnych z amfoterycyng B, trzy z nich
charakteryzujg sie warto$ciami S| wyzszymi niz S| AmB,a najkorzystniejsze wtasciwosci posiada K-

Amb-6, ktéry jest koniugatem parasola cholowego z AmB, z tgcznikiem w postaci fancucha miedzy
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parasolem a czasteczkg aktywna o dtugosci 6 atoméw wegla. Wszystkie koniugaty Nys charakteryzujg

sie znaczgco nizszymi wartosciami Sl, niz sama nystatyna.

Okreslenie cytotoksyczno$ci badanych zwigzkéw

W dalszej kolejnosci zbadano cytotoksyczno$¢ wybranych zwigzkow wzgledem trzech linii
komorkowych. Ponizej przedstawiono otrzymane wyniki. Badania przeprowadzit dr inz. Marcin Serocki
z Katedry Technologii Lekéw i Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej. Badania

wykonano przy pomocy klasycznego testu MTT.

Tab.29. Cytotoksyczno$¢ wybranych zwigzkéw wobec trzech linii komorek ssaczych.

Zwigzek ICs0 [ug/ml]
HEK-293T LLC-PK1 Hep G2

Am B 0,488 +0,101 | 2,688 +0,950 | 0,565 +0,111
K-Amb-2 16,708 3,571 | 8,471 +1,204 >50
K-Amb-4 5,565 +0,253 | 6,454 +0,992 | 25,209 +2,313
K-Amb-6 17,742 +2,642 | 15,411 +1,018 | 33,071 £2,907
Nys

6,173 0,602 | 11,652 +2,332 | 7,864 +0,540
K-Nys-2 2,176 0,122 | 2,505 +0,397 | 16,102 +4,089

Analizujgc powyzsze wyniki, mozna zauwazyé, ze wszystkie zbadane koniugaty parasoli
molekularnych z amfoterycyng B wykazujg wyzsze wartosci ICsq niz natywna amfoterycyna B.
Oznacza to, ze sg mniej cytotoksyczne wzgledem tych linii komérkowych, niz odpowiadajgcy im
antybiotyk. Wigze sie to z korzystniejszymi wtasciwosciami zmodyfikowanych lekéw. Najwyzsze 1Cs
wykazaty koniugaty K-Amb-2 i K-Amb-6. Koniugat nystatyny K-Nys-2 okazat sie bardziej

cytotoksyczny wobec komadrek dwéch linii, niz sama nystatyna.
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Wyznaczenie krytycznego stezenia agregacji koniugatéw parasoli molekularnych z amfoterycyng B

Amfoterycyna B jest zwigzkiem o dziataniu btonowym, ktéry ulega agregacji w srodowisku
wodnym. Sadzi sie, ze toksycznos¢ amfoterycyny B wobec komoérek ssaczych powigzana jest z jej
formami zagregowanymi, a forma monomeryczna jest mniej toksyczna. Jej monomer mozna
zidentyfikowa¢ dzieki specyficznemu pasmu absorpcji w widmie UV-vis przy diugosci fali A=409 nm,
ktére zanika w przypadku dominacji form zagregowanych. Jesli w roztworze znajdujg sie jednoczesnie
formy monomeryczne i agregaty wtedy zachodzi zalezno$¢: € = g, + (em - ep)M/T , gdzie T i m to
catkowite stezenie antybiotyku i stezenie form monomerycznych, a e, &, i g sg odpowiednio:
catkowitym, molowym wspétczynnikiem absorpcji, molowym wspotczynnikiem absorpcji dla form
monomerycznych i odpowiednio dla agregatéw. Dzigki pomiarowi molowego wspétczynnika absorpcji
w funkcji odwrotno$ci stezenia badanego zwigzku, mozna wyznaczy¢ krytyczne stezenie agregaciji
(cac). Im stezenie agregacji jest wyzsze, tym proces agregacji zachodzi przy wyzszych stezeniach i

zwigzek jest potencjalnie mniej toksyczny wobec komorek ssaczych, szczegdlnie erytrocytow.

Pierwszym etapem wyznaczenia cac byto otrzymanie widm UV-vis dla kazdego z koniugatéw

oraz natywnej amfoterycyny B. Przyktadowe, otrzymane widmo przedstawiono ponizej na rys 93.
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Rys. 93. Przyktadowe widmo UV-vis koniugatu parasola molekularnego z amfoterycyng B (K-Amb-2). Pasmo 409
nm zostato oznaczone strzatkg.

Kolejnym etapem byto otrzymanie wykresu zaleznosci wartosci molowego wspétczynnika
ekstynkcji przy A = 409 nm w funkcji odwrotnosci stezenia danego zwigzku. Przyktadowe wykresy

przedstawiono na rysunku 94.
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Rys.94. Wykres zaleznosci wspétczynnika ekstynkcji od odwrotnosci stezenia przy A = 409 nm dla koniugatow K-
Amb-4 (A) i K-Amb-6 (B).

Z otrzymanych wykresow wyznaczono wartosci krytycznego stezenia agregacji (cac) jako
stezenia, przy ktérym nastepowato przeciecie dwoch prostych skladowych wykresu. Wartosci cac

otrzymane tg metodg przedstawiono w tabeli 30.

Tab.30. Wartosci krytycznego stezenia agregacji (cac) AmB i jej wybranych koniugatow.

Nazwa zwigzku cac [pM]
AmB 1,0
K-Amb-1 1,5
K-Amb-2 0,2
K-Amb-4 3,2
K-Amb-6 3,8

Wyniki wskazuja, ze wartosci cac AmB oraz jej koniugatéw sg dos¢ zblizone i zawierajg sie
pomiedzy 0,2 a 3,8 yM. Wydaje sie wiec, ze wprowadzenie podstawnika w postaci parasola

molekularnego nie ma bezposredniego wptywu na zdolno$¢ do tworzenia agregatow.

W niektérych pracach naukowych mozna znalez¢ informacje, ze dotgczenie do amfoterycyny
B parasoli molekularnych lub tancuchéw PEG skutkuje znacznym wzrostem cac oraz zmniejszeniem
wiasciwosci hemolitycznych (wzrost EHso) [109, 110]. W tym przypadku nie obserwuje sie takiej

zalezno$ci, co moze znaczy¢, ze nie wszystkie pochodne AmB wykazujg takie same wtasciwosci.
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Wyznaczenie krytycznego stezenia agregacji koniugatdéw parasoli molekularnych z nystatyng

Nystatyna, podobnie jak amfoterycyna B ulega agregacji w srodowisku wodnym. W jej
przypadku nie mozna zastosowac takiej samej metodologii jak w przypadku amfoterycyny B, poniewaz
nystatyna wykazuje inne wiasciwosci spektralne. W przypadku nystatyny mozna wykorzystac jej
wiasciwosci fluorescencyjne, czyli emisje dla A = 410 nm przy wzbudzeniu A = 320 nm. Obserwujac te
wtasciwosci, mozna wyznaczyC krytyczne stezenie agregacji nystatyny i jej koniugatéw. Dzieki
otrzymanym widmom dla réznych stezen prébki, mozna zbada¢ proces agregacji. W tym badaniu
wykonano pomiary fluorescencji i jej anizotropii wybranych koniugatow. Otrzymane wyniki

przedstawiono ponizej.
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Rys.95. Zaleznos¢ anizotropii fluorescencyjnej od stezenia zwigzkow K-Nys-1, K-Nys-2, K-Nys-4 oraz nystatyny.

Jak mozna zauwazy¢, w niskich stezeniach anizotropia zwigzkéw rosnie wraz ze stezeniem, a
nastepnie przy 2 pM osigga maksimum 0,25 + 0,03 i dalej jest niezalezna od stezenia.
Zaobserwowane zaleznosci sg spdjne z informacjami na temat agregacji antybiotyku w srodowisku

wodnym [111]. Otrzymane wartosci cac wynosity odpowiednio jak przedstawiono w tabeli 31.

Tab.31. Zbiér otrzymanych krytycznych stezeh agregacji cac dla nystatyny i jej koniugatow.

Nazwa zwigzku cac [uM]
Nystatyna 2
K-Nys-1 5,5
K-Nys-2 4
K-Nys-4 4

Podobnie jak w przypadku amfoterycyny B, stezenie cac dla nystatyny oraz jej koniugatow jest

podobne i miesci sie w przedziale 2 — 5,5 yM. Nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy w przypadku
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nystatyny i jej pochodnych dotgczenie parasoli do antybiotyku ma wptyw na wtasciwosci hemolityczne,
poniewaz w przypadku tych zwigzkéw sg one rowniez do siebie bardzo zblizone. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze mimo to koniugaty nystatyny wykazujg stabsze wiasciwosci przeciwgrzybowe i silniejsze

cytotoksyczne niz natywny antybiotyk.

Powinowactwo zwigzkéw do ergosterolu

W celu sprawdzenia zalezno$ci pomiedzy aktywnoscig przeciwgrzybowa a iloscig antybiotyku
lub koniugatu potaczonego z ergosterolem komorek grzybowych szczepdéw z rodzaju C.albicans,

zbadano powinowactwo zwigzkéw do ergosterolu.

W tym celu zawiesiny komodrkowe o roznych gestosciach optycznych inkubowano z wybranymi
zwigzkami, ktorych koncowe stezenie w mieszaninie wynosito 30 pM. Dalej komorki byty
odwirowywane, a supernatant byt badany spektrofotometrycznie tak, aby okresli¢ ile zwigzku nie

przytaczyto sie do komorek.
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Rys.96. Zaleznos¢ pomiedzy iloscig zwigzanego zwigzku do komorek C.albicans a gestoscig optyczng zawiesiny
komarkowej. A — wyniki otrzymane dla amfoterycyny B i jej koniugatow, B — wyniki otrzymane dla nystatyny i jej

koniugatéw.

Wyniki przedstawione na rysunku 96 wskazujg, ze zwigzki wigzg sie z komérkami C.albicans i
jest to zalezne od gestosci optycznej, czyli ilosci komodrek. Nie zaobserwowano zadnego
powinowactwa do komorek E.coli, kiére nie zawierajg steroli w swojej btonie (kontrola ujemna), wiec
mozna sadzi¢, ze zalezno$¢ przedstawiona na rysunku 96 jest skutkiem powinowactwa zwigzkéw do

ergosterolu.

Aby stwierdzi¢, czy zachodzi zaleznos¢ pomiedzy powinowactwem zwigzku do ergosterolu a
aktywnos$cig przeciwgrzybowg, przedstawiono na jednym wykresie powinowactwo zwigzkow (dla

Ass0=1,0) i aktywnos$¢ przeciwgrzybowg w postaci MICg.

121


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

50 4

PFad [ '
(=] = =
1 L 1

% zwigzanego zwiazku

-
=
I

0 T T T T T Y T Y
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

log MIEW

Rys.97. Korelacja pomiedzy powinowactwem zwigzkéw do ergosterolu a aktywnoscig nystatyny i jej koniugatéw.

Wartosci przedstawione na wykresie sg wartosciami srednimi z trzech niezaleznych préb.

Na rysunku 97 mozna zauwazy¢ zalezno$¢ pomiedzy powinowactwem zwigzkéw a ich
aktywnoscig, jednak jest to zaleznos$¢ niepewna (r2=0,87). Wykres dla AmB i jego koniugatéw nie
zostat pokazany, poniewaz zaréwno wartosci MICg, jak i powinowactwo wigzania wszystkich tych

zwigzkéw byty bardzo podobne.

Czes¢ koniugatow parasoli molekularnych z amfoterycyng B lub nystatyng wykazuje
wiasciwoéci przeciwgrzybowe podobne do macierzystych antybiotykéw. Pomimo dofgczenia do
czgsteczek antybiotyku nosnika w postaci parasola, nie nastgpit wzrost krytycznego stezenia agregac;ji
badanych zwigzkéw, co oznacza, ze nosnik nie wptywa na tworzenie agregatow, ktére potencjalnie
mogg by¢ bardziej toksyczne niz formy monomeryczne. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, ze
koniugaty parasoli molekularnych z amfoterycyng B, szczegdlnie K-AmB-6, wykazujg stabsze
wiasciwosci hemolityczne niz natywny antybiotyk, a co za tym idzie lepszg selektywng toksycznosé. Z
drugiej strony, zastosowanie takich samych rozwigzan w przypadku nystatyny i jej koniugatéow nie
skutkowato takimi samymi efektami jak w przypadku amfoterycyny B i jej koniugatéw. Rdznice w
wynikach aktywnosci przeciwgrzybowej pomiedzy koniugatami amfoterycyny B a koniugatami

nystatyny mogg wynika¢ z réznego powinowactwa badanych zwigzkéw do ergosterolu.
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4. PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy zbadano szereg koniugatéw o dziataniu przeciwgrzybowym. Kazdy z
koniugatow sktadat sie z ugrupowania petnigcego role nosnika, zwigzku aktywnego oraz tgcznika.
Nosnik miat za zadanie poprawi¢ wiasciwosci zwigzane z aktywnoscig przeciwgrzybowg, transportem
zwigzku aktywnego przez btone komodrkowg lub, w przypadku koniugatéw parasoli molekularnych z
AmB i NYS - poprawi¢ selektywng toksycznos¢. W koniugatach bedgcych przedmiotem badan
wykorzystano trzy rodzaje nosnikow: peptyd penetrujgcy TP10-NH,, parasole molekularne oraz
ugrupowania o charakterze lipidowym. Zwigzek aktywny odpowiadat za dziatanie przeciwgrzybowe
koniugatu. Jako sktadniki czynne wykorzystano znane chemoterapeutyki przeciwbakteryjne,
ciprofloksacyne i lewoksacyne, bedgce inhibitorami gyrazy, antybiotyki przeciwgrzybowe amfoterycyne
B i nystatyne oraz inhibitory enzymatyczne, FMDP i cispentacyne. tacznik miat za zadanie utrzymac
zwigzek aktywny przytagczony do nosnika lub uwolni¢ go wewnatrz komorki grzybowej. W niektérych
koniugatach badanych w tej pracy znajdowaty sie tgczniki rozszczepialne, TML lub wigzanie
disiarczkowe. W pozostatych zastosowano pofaczenia sztywne, najczesciej w postaci wigzan
amidowych. W pracy zbadano cztery rodzaje koniugatéw: 1) TP10-NH, z dotgczong ciprofloksacyna,
lewofloksacyng lub FMDP, 2) parasole molekularne potaczone z amfoterycyng B lub nystatyng, 3)
parasole molekularne z FMDP lub cispentacyng oraz 4) koniugaty lipidowe z FMDP lub cispentacyng.
Najistotniejsze wyniki badah dotyczgcych tych czterech grup koniugatéw opisane w niniejszej

rozprawie, mozna podsumowac nastepujgco:

1. Ciprofloksacyna i lewoksacyna sg znanymi chemoterapeutykami przeciwbakteryjnymi. W
wyniku badan, ktérych wyniki przestawiono w tej rozprawie, wykazano, ze nie posiadajg one
aktywnosci przeciwgrzybowej in vitro, natomiast dotgczenie TP10-NH, powoduje, ze
otrzymane w ten sposdb koniugaty wykazujg takg aktywno$é. Obecnosé przytgczonego TP10-
NH, obniza jednak aktywno$¢ przeciwbakteryjng CIP i LVX. Udowodniono, Ze dotgczenie
TP10-NH, do ciprofloksacyny umozliwia jej transport do wnetrza komaérek grzybowych, co nie
ma miejsca w przypadku natywnego chemoterapeutyku. Zbadany koniugat K-Pep-1 gromadzi
sie w cytozolu lub wakuolach komoérek grzybowych. Wykazano, ze mechanizm dziatania
takiego typu zwigzkow polega na inhibicji relaksacji DNA za posrednictwem topoizomerazy |l
zaréwno przez peptyd TP10-NH,, jak i ciprofloksacyne. Jednakze, koniugaty CIP z TP10-NH,,
w przeciwienstwie do samej CIP, wykazujg réwniez wtasciwosci hemolityczne i cytotoksyczne.

S3 one, jak sie wydaje, konsekwencjg biologicznego dziatania sktadnika peptydowego.

FMDP jest inhibitorem syntazy GIcN-6-P. W postaci natywnej, jako zwigzek hydrofilowy, nie
jest w stanie pokonac¢ bariery btony komérkowej komérek grzybowych. Dotgczenie do niego
peptydu penetrujgcego TP10-NH,, ktory petnit funkcje nosdnika, spowodowato, ze koniugat
FMDP z TP10-NH, wykazuje wiadciwosci przeciwgrzybowe. Ze wzgledu, ze aktywno$¢

przeciwgrzybowa koniugatu jest wyzsza niz peptydu TP10-NH,, mozna przypuszczac, ze
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przynajmniej w czesci wynika ona z dziatania FMDP przeniesionego do wnetrza komorki
dzieki skoniugowaniu z peptydem penetrujgcym i nastepnie uwolnionego w wyniku

wewnatrzkomaorkowej hydrolizy enzymatycznej.

Nalezy zwréci¢ uwage, ze w literaturze istniejg przyktady innych nosnikéw
peptydowych, ktére mogg byé zastosowane w przypadku ciprofloksacyny lub lewofloksacyny,
a ktére nie wykazujg wlasciwosci cytotoksycznych wzgledem komérek ssaczych. Przyktadem
takiej pracy sg badania przedstawione przez Rolke i wspotpracownikéw. Jedne z badan
dotycza koniugatow ciprofloksacyny, lewofloksacyny i flukonazolu z analogami peptydu HNP-2
pochodzacego z laktoferyny [112]. Taki koniugat peptydu z ciprofloksacyng wykazywat
wlasciwosci  grzybostatyczne wzgledem C.krusei (MICg, = 63 pg/ml), wilasciwosci
grzybobojcze wzgledem C.krusei oraz klinicznego szczepu C.tropicalis oraz wiasciwosci
przeciwbakteryjne w badanym zakresie stezeh zaréwno wzgledem bakterii G(+) jak i G(-).
Ponadto zaden z badanych koniugatéw nie wykazat znaczgcych wiasciwosci cytotoksycznych
w badanym zakresie stezen (1,6 — 200 uM). Innym przyktadem podobnego podejscia sg
chimery peptydowe, ktére skitadaty sie z peptydow o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym
[113]. W tym przypadku, naukowcy stwierdzili, ze peptydy wykazujg stabe wiasciwosci
cytotoksyczne, szczegolnie w przypadku linii komorek prawidtowych (badania byty
wykonywane réwniez na liniach nowotworowych). Ostatnim przyktadem nietoksycznych
peptydow stuzgcych jako nosniki lekow sg analogi laktoferycyny [114]. W tym przypadku,
zespot prof. Rolki otrzymat koniugaty laktoferycyny z ciprofloksacyng, lewofloksacyng lub
flukonazolem. Takie zwigzki wykazywatly wiasciwosci przeciwgrzybowe i przeciwbakteryjne
oraz cytotoksyczne, ale jedynie wzgledem nowotworowych linii komérkowych, ale nie w
przypadku linii komoérek prawidtowych. Na podstawie tych przyktadéw mozna stwierdzié, ze
warto poszukiwaé peptydow petnigcych role nosnikéw lekéw, poniewaz sg przypadki, w
ktérych ich dotgczenie do zwigzku aktywnego wplywa pozytywnie na aktywnosc

przeciwdrobnoustrojowg oraz zmniejsza wtasciwos$ci cytotoksyczne zwigzkdw.

We wczesdniejszych badaniach prowadzonych w grupie prof. Seebacha z ETH Zurich,
koniugaty enrofloksacyny i ciprofloksacyny ze znanym syntetycznym peptydem penetrujgcym
oktaargining, charakteryzowaty sie nizszg od wyjsciowych fluorochinolonéw aktywnoscig

przeciwbakteryjng, natomiast ich aktywnos¢ przeciwgrzybowa nie jest znana [115].

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze TP10-NH, jest efektywnym “transporterem
molekularnym” do wnetrza komdérek grzybowych dla réznych rodzajow czgsteczek aktywnych,
jednakze jego wiasna aktywnosc¢ przeciwgrzybowa i cytotoksyczno$¢ wobec komoérek ssaczych
powoduje, ze selektywna toksyczno$¢ koniugatow TP10-NH, w uktadzie komorki

grzybowe:komoérki ssacze nie jest wysoka.

2. Druga grupg koniugatéw badanych w niniejszej pracy byty potaczenia parasoli molekularnych
z FMDP Ilub cispentacyng. W grupie tych koniugatow znajdowaty sie zwigzki z

rozszczepialnym tgcznikiem w postaci wigzania disiarczkowego, ugrupowania TML oraz
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koniugaty nierozszczepialne. Zaktadano, ze parasole molekularne zapewnig transport
czasteczki aktywnej przez blone komoérkowg grzybow, a wewnatrz nastgpi uwolnienie tej
czasteczki. Badania jednak wykazaly, ze jedynie zwigzek K-Umb-11 (rozszczepialny tgcznik
TML, cispentacyna jako zwigzek aktywny) jest aktywny wzgledem komoérek grzybowych w
badanych zakresach stezen. Zaden z koniugatéw zawierajgcych rozszczepialne wigzanie
disiarczkowe lub nierozszczepialny tacznik nie wykazat aktywnosci przeciwgrzybowej w
badanym zakresie stezenn w bogatym podtozu RPMI symulujgcym warunki w organizmie
ludzkim. Analiza chromatograficzna ujawnita, ze koniugaty posiadajgce w swojej strukturze
TML (m.in. K-Umb-13 oraz K-Umb-10 i K-Umb-11) ulegajg hydrolizie enzymatycznej w
obecnoéci ekstraktu bezkomoérkowego. Jednak mimo, ze badane koniugaty ulegajg hydrolizie
enzymatycznej, w kolejnym badaniu okazato sie, ze dodatek L-izoleucyny nie wptywa na
aktywnos$¢ przeciwgrzybowg koniugatu K-Umb-11, zawierajgcego cis-pentacyne, co by
oznaczato, ze aktywnos¢ tego zwigzku nie wynika z dziatania uwolnionej cis-pentacyny.
Ponadto, obserwacje mikroskopowe wykazaty, ze zwigzki te nie wnikajg do wnetrza komoérek
grzybowych. Mozna przypuszczaé, ze parasol moze byé przeszkodg we wnikaniu zwigzkéw
do komoérek grzybowych, szczegdlnie przez bariere Sciany komodrkowej, oraz rodzajem
zawady przestrzennej w przypadku hydrolizy enzymatycznej zwigzkow.

Podsumowujgc, nalezy zauwazy¢, ze w literaturze znane sg przyktady badan
wskazujgcych na to, ze parasole molekularne sg w stanie transportowa¢ ATP i AMP oraz
glutation przez sztuczne biony fosfolipidowe (badania opisane bardziej szczegdtowo w
rozdziale 2.2.2.) [60-64]. Inne badania Mohameda Mehiri i wspoétpracownikéw wskazujg, ze
osmioscienne parasole molekularne sg w stanie pokona¢ btone komdrkowg komoérek z linii
HelLa oraz Ca Ski [66]. Jednak z badan przedstawionych w niniejszej pracy mozna
wnioskowaé, ze parasole molekularne nie sg w stanie pokonac bariery Sciany lub btony
komorkowej komérek grzybowych. Ich ewentualna aktywno$¢ moze wynika¢ z wysokiego
stezenia zwigzku zastosowanego w eksperymencie.

Kolejng grupg zwigzkdéw byty koniugaty o charakterze lipidowym z FMDP i cispentacyng. W
ich przypadku wykazano, ze zwigzki K-Lip-3 oraz K-Lip-6 wykazujg aktywnosé
przeciwgrzybowa. Oba zwigzki zawierajg w swojej strukturze tancuch lipidowy oraz tgcznik w
postaci TML. W K-Lip-3 znajduje sie FMDP, a K-Lip-6 cispentacyna. Analiza widm masowych
oraz chromatograméw koniugatu K-Lip-1, ktéry pehit role reprezentanta tej grupy, wykazata,
ze tego typu zwigzki ulegajg hydrolizie pod wptywem ekstraktu bezkomérkowego. Dalsze
badania wykazaty, ze dodatek N-acetylo-glukozaminy (w przypadku zwigzku z FMDP) oraz L-
izoleucyny (w przypadku zwigzku z cispentacyng) nie wptywa na aktywnosé przeciwgrzybowa
badanych zwigzkéw. Oznacza to, ze obecnos¢ czgsteczki aktywnej moze nie mie¢ wptywu na
mechanizm dziatania koniugatéw. Obserwacje mikroskopowe ujawnity, ze zwigzek K-Lip-8,
ktéry jest analogiem K-Lip-3 i K-Lip-6 znakowanym fluoresceing, gromadzi sie w btonie
komérkowej, ale nie wnika do wnetrza komoérek grzybowych. Z powyzszych badan mozna
wywnioskowac, ze zwigzki uwalniajg czgsteczke aktywna, jezeli znajdg sie w cytozolu, ale nie
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sg w stanie pokonac¢ btony komérkowej grzybéw, poniewaz ulegajg w niej samoorganizacji i

agregaciji.

Podsumowujgc badania dotyczgce koniugatéw lipidowych, okazuje sie, ze dwa
zwigzki K-Lip-3 i K-Lip-6 wykazujg aktywno$¢ przeciwgrzybowsg, ale nie wynika ona z
obecnosci czasteczki aktywnej w strukturze koniugatu. Te dwa aktywne zwigzki na tle innych
zwigzkéw z tej grupy wyrdzniajg sie najdtuzszym fancuchem lipidowym (sposrod
przebadanych zwigzkéw). Z doniesien literaturowych przedstawionych réowniez w niniejszej
pracy (rozdziat 2.2.3.) wiadomo, ze zwigzki z tancuchami alifatycznymi wykazujg wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe [74-81]. W zwigzku z tym mozna przypuszczac, ze dziatanie K-Lip-3 i

K-Lip-6 wynika z obecnosci w strukturze fancucha weglowodorowego.

Ostatnig grupg zwigzkow byty koniugaty parasoli molekularnych z dotgczong amfoterycyng B
lub nystatyng. Amfoterycyna B i nystatyna nalezg do grupy makrolidowych antybiotykow
polienowych, ktére znane sg ze swojej efektywnosci, ale réwniez toksycznosci. Ich
toksycznos¢ wigze sie z ich agregacjg w srodowisku wodnym. Dotgczenie parasola do
antybiotyku ma za zadanie zapobiegniecie agregacji, a tym samym zmniejszeniu toksycznosci
przy jednoczesnym zachowaniu efektéw terapeutycznych. Zatozenie to oparte byto na danych
zamieszczonych w publikacji [67], w ktorej wykazano, ze koniugat parasola molekularnego z
AmB, z tagcznikiem o dtugosci n = 6 (zwigzek K-AmB-6 w tej pracy) wykazuje znacznie
polepszong wobec AmB selektywng toksycznos¢. W przeciwienstwie do poprzednich grup
zwigzkdw, w tym przypadku tgcznik pomiedzy czgsteczkg aktywng a no$nikiem miat charakter
sztywny i nie uwalniat czasteczki aktywnej w okreslonych warunkach Srodowiska. Z badan
przedstawionych w niniejszej pracy wynika, Zze koniugaty parasoli molekularnych z
amfoterycyng B lub nystatyng wykazujg aktywnos¢ przeciwgrzybowg w badanym zakresie
stezen. Szczegdlnie dobre wiasciwosci przeciwgrzybowe wykazujg koniugaty z amfoterycyng
B, w tym koniugat K-Amb-6 (parasol cholowy, tgcznik o dtugosci 6 wegli, amfoterycyna B).
Ponadto, okazato sie, ze sg one réwniez mniej cytotoksyczne i majg stabsze wiasciwosci
hemolityczne niz amfoterycyna B. Jednakze wykazano, ze poprawa ich wtasciwosci nie
wynika ze zmiany krytycznego stezenia agregacji. Potwierdzono, ze badane koniugaty wigzg
sie z ergosterolem, ale korelacja pomiedzy powinowactwem do ergosterolu a aktywnoscig
przeciwgrzybowg zachodzi nieznacznie. Zauwazono réwniez istotng réznice pomiedzy
koniugatami amfoterycyny B oraz nystatyny. Koniugaty amfoterycyny B wykazaty duzo lepszg
selektywng toksycznos¢ niz natywna amfoterycyna B. W przypadku zwigzkéw z nystatyna,

efekt byt odwrotny.

Podsumowujgc, w niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan dotyczgce czterech grup

koniugatéw o dziataniu przeciwgrzybowym. Czes¢ z nich wykazata pozadane wiasciwosci
terapeutyczne. Koniugaty z peptydami penetrujgcymi (w tym przypadku z TP10) cechujg sie
aktywnoscig biologiczng, ale nalezatoby dobra¢ w ich przypadku nosnik tak, aby nie wykazywat on
cytotoksycznosci wzgledem komoérek ssaczych. Drugg grupa zwigzkdéw, ktére rowniez charakteryzujg

sie korzystnymi cechami terapeutycznymi sg koniugaty lipidowe. W ich przypadku nalezatoby zadba¢
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o to, aby nosniki nie powodowaty akumulacji zwigzkéw w btonie komérkowej. Dalsze rozszerzenie
badan na temat opisanych koniugatow moze umozliwi¢ otrzymanie zwigzku przeciwgrzybowego, ktéry

bedzie jednocze$nie skuteczny i nietoksyczny dla zakazonego pacjenta.
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