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STRESZCZENIE

Aromatyczne heptaeny (AH) nalezg do grupy makrolidéw polienowych
0 dziataniu przeciwgrzybowym. Antybiotyki z tej grupy byty pierwszymi, ktére
zostaly wykorzystane w terapii uktadowych infekcji grzybiczych. Amfoterycyna B
(AmB) oraz nystatyna, czyli niearomatyczni przedstawiciele makrolidéw
heptaenowych, majg istotne znaczenie kliniczne w leczeniu, odpowiednio,

grzybic wewnetrznych i zewnetrznych.

Molekularne podstawy mechanizmu dziatania AH nie byty do tej pory badane.
Mozna zatozy¢ - na podstawie podobienstwa strukturalnego do AmB - ze
pierwszym ikluczowym etapem dla aktywnosci i selektywnosci tych zwigzkéw
jest oddziatywanie z btong lipidowg, a konkretnie sterolami w niej zawartymi. Do
tej pory zwigzki nalezagce do grupy AH w swojej natywnej formie nie znalazty
szerokiego zastosowania w medycynie. Tym niemniej, wyniki najnowszych
badan nad tg podgrupa antybiotykéw potwierdzajg mozliwos¢ uzyskania ich
stabilnych pochodnych w postaci izomeréw all-trans na drodze fotochemicznej

izomeryzacji.

Prowadzone badania z wykorzystaniem metod dynamiki molekularnej
obejmowaty trzech przedstawicieli AH: kandycydyne D, partrycyne A oraz
partrycyne B w formie natywnej i all-trans. Eksperymenty obliczeniowe miaty na
celu, przede wszystkim, okreslenie zaleznosci pomiedzy geometrig pierscienia
makrolidowego a powinowactwem antybiotyku do sterolu. Otrzymane rezultaty
mogg sta¢ sie pierwszym krokiem na drodze do wyjasnienie molekularnych
podstaw o ponad rzad wielko$ci wyzszej aktywnosci biologicznej AH
w poréwnaniu do AmB. Ponadto, przeprowadzone badania miaty na celu
pozwoli¢ na uchwycenie roli aromatycznego tancucha bocznego w oddziatywaniu

tej grupy zwigzkéw ze sktadnikami btony lipidowe;.


http://mostwiedzy.pl

AN\ MOST

ABSTRACT

Aromatic heptaene (AH) macrolides belong to the group of polyene antimycotics.
Polyene macrolides are the first antibiotics to be used in the treatment of systemic
fungal infections. Amphotericin B (AmB) and nystatin, i.e., non-aromatic
representatives of heptaenic macrolides, are of significant clinical importance in

the treatment of internal and external mycoses, respectively.

The molecular basis of the mechanism of action of AH has not been studied so
far. It can be assumed - on the basis of the structural similarity to AmB - that the
first and key step for the activity and selectivity of these compounds is an
interaction with the lipid layer, specifically with the sterols contained therein. Until
now, compounds belonging to the AH group in their native form have not found
wide application in medicine. Nevertheless, the results of the latest research on
this subgroup of antibiotics confirm the possibility of obtaining their stable

derivatives in the form of all-trans isomers by photochemical isomerization.

The research conducted with the use of molecular dynamics methods included
three representatives of AH: candicidin D, partricin A and partricin B in native and
all-trans form. Computational experiments were primarily aimed at determining
the relationship between the geometry of the macrolide ring and the affinity of the
antibiotic for sterol. The obtained results may also become the first step to
elucidate the molecular basis of over an order of magnitude higher biological
activity of AH’s in comparison to the one of AmB. Moreover, the results of the
conducted research may allow to capture the role of the aromatic side chain in
the interaction of this group of compounds with the components of the lipid

membrane.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AH

AmB
Chol
CndD
Erg
iso-CndD
iso-ParA
iso-ParB
MTD
ParA
ParB

us

WHAM

aromatyczne heptaeny

amfoterycyna B

cholesterol

kandycydyna D (ang. candicidin D)
ergosterol

izo-kandycydyna D (ang. iso--candicidin D)
izo-partrycyna A (ang. iso--partricin A)
izo-partrycyna B (ang. iso--partricin B)
metadynamika (ang. metadynamics)
partrycyna A (ang. partricin A)
partrycyna B (ang. partricin B)

ang. Umbrella Sampling

metoda wazonych histogramow (ang. Weighted Histogram
Analysis Method)

odlegto$¢ srodkdw mas wyznaczanych przez atomy wegla
aromatycznego pierscienia tancucha bocznego oraz
atoméw fosforu fosfolipidéw z drugiego listka biwarstwy, [A]

kat odchylenia gtéwnej osi pierscienia makrolidowego od
osi Z, [°]

kat wzajemnego utozenia sterolu wzgledem antybiotyku, [°]

odlegto$¢ pomiedzy centrami mas wyznaczanymi poprzez
pierscien  makrolidowy  antybiotyku oraz  ukiad
pierscieniowy sterolu, rzutowany na ptaszczyzne XY, [A]

kgt pomiedzy aromatycznym tancuchem bocznym
a pierécieniem makrolidowym antybiotyku, [°]
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. WSTEP

Choroby wywotywane przez organizmy grzybowe sg réwnie, a w niektorych
przypadkach o wiele bardziej niebezpieczne w poréwnaniu do infekcji
wywotywanych przez bakterie. Jedng z przyczyn takiego stanu rzeczy sg
niewielkie ro6znice pomiedzy komorkami grzybowymi a ssaczymi. Duze
podobienstwo na poziomie biochemicznym stanowi problem, gdyz w znaczacym
stopniu utrudnia medyczne zastosowanie substancji oddziatujgcych z celami
molekularnymi w organizmie patogenu. Fakt ten rzutuje na niskg selektywnag

toksycznos¢ lekow stosowanych w terapii przeciwgrzybiczej.

W terapii grzybic stosuje sie wiele metod ich klasyfikacji. Jedna
z zaproponowanych klasyfikacji dzieli je, ze wzgledu na miejsce wystepowania,
na powierzchniowe oraz uktadowe. W przypadku grzybic powierzchniowych
selektywna toksycznos¢ nie jest tak kluczowg kwestig, oile dany preparat
wykazuje dziatanie wytgcznie powierzchniowe. Natomiast uktadowe infekcje
grzybicze sg jednym z najpowazniejszych wyzwan wspétczesnej medycyny [1,2].

Dotykajg one przede wszystkim os6b z obnizong odpornoscig, gtownie
zarazonych wirusem HIV i chorych na AIDS, pacjentéw po przeszczepach oraz

chorych na nowotwory, bedacych w trakcie leczenia onkologicznego [3,4].

Niestety, pojawiajg sie réwniez doniesienia o zwiekszeniu ryzyka wystgpienia
infekcji grzybiczej zwigzane z zakazeniem wirusem SARS-CoV-2 [5-7] jak
i ciezszym przebiegu COVID-19 przy wspottowarzyszacym zakazeniu
grzybiczym [8].

Obecnie obserwuje sie wzrost zakazen wywotanych przez grzyby, gtéwnie
z rodziny Candida oraz Aspergillus. Posrédd Candida do najczesciej
wystepujgcych zalicza sie gtdwnie Candida albicans, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis i Candida krusei [9]. W niektérych regionach
Swiata zaczeto odnotowywac rowniez przypadki kandydozy wywotanej przez
Candida auris [10-12].
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W profilaktyce i leczeniu grzybic systemowych stosuje sie miedzy innymi:
fluoropirymidyny, azole, alliloaminy, morfoliny, echinokandyny oraz makrolidy
polienowe, w tym amfoterycyne B i jej pochodne [13,14]. Na rys. I.1.1
przedstawiono cele molekularne stosowanych srodkéw przeciwgrzybowych wraz

z ich postulowanym mechanizmem dziatania [15].

Gryzeofulwina — Inhibicja
syntezy mikrotubul

Echinokandyny —
Inhibicja szlaku =~ —— ()
biosyntezy
glukanu

Flucytozyna —
Inhibicja syntezy
kwasow
nukleinowych

Azole, alliloaminy,
tiokarbaminy —
Inhibicja szlaku
syntezy ergosterolu

Polieny— Wigzanie z
ergosterolem,
zaburzenie integralnosci
btony

Rys. II. 1.1. Schematyczne przedstawienie celi molekularnych w komoérce grzybowej najczesciej
stosowanych $srodkéw przeciwgrzybowych wraz z mechanizmem dziatania. Opracowane na podstawie [15].

Niestety, w wiekszosci przypadkdédw antybiotyki wykazujagce wysokg aktywnosc
przeciwgrzybowg charakteryzujg sie przy tym jednoczesnie niskg selektywng
toksycznoscig w uktadzie patogen - gospodarz.

Wozrasta réwniez czestos¢ zakazen wywotanych przez grzybowe szczepy oporne
[16]. Mimo ze od kilkunastu lat trwa nieustajacy poscig naukowcdw zajmujgcych
sie walkg z infekcjami wywotanymi antybiotykoopornymi szczepami bakterii,
wcigz niewiele wiadomo na temat skutkdéw pojawienia sie i ewentualnych
mozliwosci zapobiegania powstawania lekoopornych szczepdw grzybowych [17].
Istnieje kilka prawdopodobnych, ztozonych i r6znorodnych mechanizméw
nabywania przez komorki grzybowe opornosci na stosowane antymykotyki
[14,16].

Wobec aktualnego, raczej niskiego stanu wiedzy na temat infekcji grzybiczych

oraz mozliwosci terapii przeciwgrzybowej koniecznym dziataniem jest dalsze
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poszukiwanie nowych lub ulepszonych substancji o0 pozgdanych wtasciwosciach.

Optymalny chemoterapeutyk, powinien charakteryzowac sie:

1) wysoka aktywnoscia,

w N
= DD O -

szerokim spektrum dziatania,

wykazywaniem efektu grzybobédjczego (nie: grzybostatycznego),

N

brakiem indukowania szczepéw opornych

(¢,

aktywnoscig wobec szczepOw z opornoscig wielolekowg

(22)

niskg toksycznos¢ wobec komérek gospodarza.

Prace nad jego znalezieniem sg rozwijane w dwdéch gtownych kierunkach. Przede
wszystkim poszukuje sie nowych celdéw molekularnych oraz zwigzkéw
wykorzystujgcych te cele. Innym podejsciem jest opracowywanie nowych form
lekow (liposomy, postacie zjonizowane) o korzystniejszych witasciwos$ciach

farmakologicznych [18].

11
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Il. CHARAKTERYSTYKA MAKROLIDOW POLIENOWYCH

[l. 1. Makrolidy polienowe

Przedstawicielami antybiotykbéw przeciwgrzybowych, ktére tgczg w sobie
wiekszos$¢ w/w pozadanych cech, sg makrolidy polienowe, nazywane skrétowo
polienami. Sg to zwigzki chemiczne pochodzenia naturalnego, wytwarzane przez
promieniowce (Strepfomyces), bedace produktami ich metabolizmu
peryferyjnego. Nazwa tej grupy antybiotykow zwigzana jest bezposrednio z ich
strukturg. Sg one zbudowane z makrocyklicznego laktonu (makrolidu), w obrebie
ktérego znajduje sie polienowy chromofor oraz tancuch poliolowy. Pierscien
makrolidowy potgczony jest wigzaniem glikozydowym z przynajmniej jednym
ugrupowaniem monosacharydowym. W zaleznosci od ilosci sprzezonych wigzan
podwdjnych tworzgcych chromofor, makrolidy polienowe dzieli sie na trieny,
tetraeny, pentaeny, heksaeny, heptaeny oraz oktaeny. Czgsteczki te wykazujg
wiasciwosci amfipatyczne z uwagi na wystepowanie w ich strukturze zaréwno
obszaréw hydrofobowych (czesci polienowa), jak i hydrofilowych (tancuch
poliolowy oraz polarna gtowa), rys. Il.1.1. Obecno$¢ tych fragmentéw czagsteczki
nadaje makrolidowym antybiotykom polienowym wiasciwosci istotne dla ich

mechanizmu dziatania.

Antybiotyki z grupy makrolidéw polienowych jako pierwsze zostaty wykorzystane
w walce z infekcjami grzybiczymi. Odkrycie nystatyny i amfoterycyny w latach
50-tych ubiegtego wieku zapoczgtkowato nowy rozdziat w historii leczenia choréb
wywotywanych przez patogeny grzybowe [19,20]. Wieloletnie badania nad tg
grupa antymykotykéw doprowadzity do poszerzenia w znaczgcym stopniu
zakresu i poziomu wiedzy na ich temat. Wedtug doniesien literaturowych, do dnia
dzisiejszego odkrytych zostato ponad 200 réznych makrolidéw polienowych, lecz
tylko niektore z nich znalazty zastosowanie kliniczne [21].

12
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1. 1. Amfoterycyna B

WsSréd  najwazniejszych  chemoterapeutykdw  przeciwgrzybowych nalezy
wymieni¢ przede wszystkim amfoterycyne B (AmB, rys I.1.1 [22]). Jest ona
jednym z najlepiej poznanych antybiotykéw przeciwgrzybowych nalezgcych do

grupy makrolidéw polienowych i reprezentuje rodzine makrolidéw heptaenowych.

Rys. II. 1.1. Struktura Amfoterycyny B z zaznaczonymi charakterystycznymi fragmentami: 1) hydrofilowy
fragment poliolowy, 2) hydrofobowy fragment polienowy, 3) hydrofilowy ogon, 4) polarna gtowa sktadajgca
sie z reszty mykozaminy i ugrupowania karboksylowego [21].

Od ponad 60 lat AmB jest stosowana w leczeniu uktadowych infekcji grzybiczych
i uznawana jest za tak zwany ,ztoty standard” wsrdd preparatow o dziataniu
przeciwgrzybowym. Amfoterycyna B tgczy w sobie wiekszo$¢ cech dobrego
antybiotyku przeciwgrzybowego, jednak mimo wielu zalet zwigzek ten jest
rowniez jednym z najbardziej toksycznych chemoterapeutykéw i wywotuje wiele
powaznych skutkéw ubocznych, m. in: nefrotoksycznos$¢, anemie hemolityczna,
uszkodzenia centralnego systemu nerwowego, czy tez kardiotoksycznos$c [23—

25].

Mimo dziesiecioleci badan nad zwigzkami z grupy makrolidow polienowych,
wcigz wiele aspektéw wymaga wyjasnienia. Molekularne podstawy mechanizmu
ich dziatania do tej pory nie zostaly wyjasnione w sposob klarowny
i jednoznaczny. Powszechnie uznaje sie, ze makrolidy polienowe oddziatujg na
btone komédrkowa. Naukowcy zaproponowali kilka hipotez dotyczgcych sposobu
dziatania dla najlepiej poznanego z antybiotykdéw polienowych — AmB. Wigkszos¢
z teorii postuluje, ze podstawg selektywnej aktywnosci grzybobdjczej jest

zréznicowana interakcja antybiotykéw ze skiadnikami biwarstwy lipidowe;,
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w szczegoblnosci z zawartymi w niej czgsteczkami steroli, ktérych sktad rézni sie
istotnie pomiedzy btonami komérkowymi ssakéw i grzybow [26].

1. 2. Modele mechanizmu dziatania AmB

Na przestrzeni lat zaproponowano cztery modele mechanizmu dziatania dla
amfoterycyny B: model kanatu lub pétkanatu jonowego, model adsorpcji na
powierzchni btony, model gagbki sterolowej oraz model uszkodzeh
oksydacyjnych. Modele obejmujgce oddziatywanie 2z btong lipidowg
przedstawiono zbiorczo na rys. 11.1.2 [27].

A1) A2)

Nem.

Rys. Il. 1.2. Schematy zaproponowanych modeli oddziatywan AmB-ergosterol: A1) kanat jonowy, A2)
potkanat jonowy, B1) wytapywanie steroli przez czgsteczki AmB zaadsorbowane na powierzchni btony,
B2) sterolowa gagbka [26].

a) Model (pét)kanatu jonowego

Pierwszy, najstarszy, najczesciej przyjmowany i najlepiej przebadany
z zaproponowanych modeli okreslany jest modelem kanatu jonowego [28].
Opiera sie on na zatozeniu, ze czgsteczki antybiotyku, agregujac we wnetrzu
btony, tworzg strukture beczki przebijajacg biwarstwe. Poprzez powstaty w ten
spos6b hydrofilowy kanat nastepuje wyptyw jondw (przede wszystkim K¥)
i matych organicznych czasteczek zawartych we wnetrzu komorki, co

doprowadza do jej $mierci [29]. Z uwagi na swoje amfipatyczne wtasciwosci,
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czgsteczki antybiotyku we wnetrzu btony lokujg sie w taki sposob, ze
hydrofobowa krawedz polienowa pierscienia skierowana jest do wnetrza
biwarstwy oddziatujgc z czgsteczkami sterolu, jednoczesnie tworzgc z udziatem
fragmentu poliolowego hydrofilowy kanat. Ponadto oddziatujgce ze sobg
ugrupowania aminowe i karboksylowe polarnych gtéw sgsiadujgcych czgsteczek
stabilizujg strukture utworzonego kanatu przy pomocy oddziatywan
elektrostatycznych i sieci wigzan wodorowych [30]. Istniejg doniesienia
sugerujgce mozliwos¢ powstawania kanatébw zawierajgcych od 4 do 12
czgsteczek polienu [31]. Dlugos¢ pojedynczej ,beczutki” jest za mata, aby przebié
typowg btone komdrkowg. Klasyczna hipoteza mechanizmu kanatowego zaktada
wiec, ze funkcjonalny kanat wymaga wspoétdziatania dwéch pétkanatéw (po
jednym w kazdej monowarstwie btony komaérkowej). Pojawity sie jednak sugestie,
ze w domenach btony o matej grubosci struktura pétkanatu powinna wystarczy¢

do przebicia dwuwarstwy lipidowej, model A2, rys. 11.1.2[32].

b)  Modele adsorpcji na powierzchni oraz gabki sterolowe;

Kolejne z zaproponowanych modeli opierajg sie na wysokim powinowactwie do
steroli wykazywanym przez antybiotyki z grupy makrolidéw polienowych oraz
obserwacjach, iz czasteczki poliendw nie zawsze wnikaja do wnetrza btony,

a niekiedy lokujg sie na jej powierzchni.

Pierwszy z modeli (B1, rys. I1.1.2) postuluje, iz dziatanie grzybobdjcze AmB
zwigzane jest z adsorpcjg pojedynczych czasteczek na powierzchni réwnolegle
do ptaszczyzny btony [33] i ,wytapywaniem” ergosterolu z wnetrza biwarstwy.
Miatoby to prowadzi¢ do zmiany jej wiasciwosci fizykochemicznych, a w efekcie
do zaburzenia kluczowych procesow, takich jak endocytoza czy regulacja funkcji
biatek btonowych [29,34].

Kolejna z hipotez nosi nazwe modelu gabki sterolowej (B2, rys. 11.1.2). Zakiada
ona, iz AmB w przestrzeni zewnatrzkomorkowej w pierwszym etapie tworzy duze
agregaty, ktére nastepnie, ulokowane w poblizu lub we wnetrzu btony
komérkowej doprowadzajg - poprzez ekstrakcje sterolu - do zaburzenia jej
integralnosci [35,36].
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Niektorzy badacze postulujg, ze mozliwe jest réwniez, aby wszystkie z trzech

opisanych powyzej mechanizmoéw wystepowaty w tym samym czasie [35].

c)  Model uszkodzen oksydacyjnych

W literaturze Swiatowej pojawiajg sie informacje o dodatkowym mechanizmie
dziatania poliendbw zwigzanym z wywotywaniem oksydacyjnych uszkodzen
w komorce grzybowej. Doktadny mechanizm nie zostat przedstawiony, natomiast
zaproponowano ten model w oparciu o wyniki badan, ktére dowodzity, ze AmB
w sposbb bezposredni przyczynia sie do powstawania wolnych rodnikoéw [37,38].
Dodatkowo badania nad zjawiskiem wywotywania stresu oksydacyjnego przez
AmB wykazaty, ze w efekcie wytworzenia reaktywnych form tlenowych
w komérce mozna zaobserwowaé pojawianie sie uszkodzen DNA, karbonylacje
biatek oraz utlenianie lipidow zawartych w btonie, ktére w efekcie prowadzg do

zaburzenia funkcjonowania komérek i ich $mierci [37—40].
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ll. 2. Aromatyczne makrolidy heptaenowe

Aromatyczne makrolidy heptaenowe (AH) sg podgrupg polienowych
antybiotykbw przeciwgrzybowych, nalezagcg do rodziny heptaendéw. Poza
hydrofobowym fragmentem polienowym, polarng gtowg i hydrofilowg czescig
poliolowa, zwigzki te wyrdznia wystepowanie przytaczonego wigzaniem
aldolowym hydrofobowego ogona zawierajgcego pierscien aromatyczny
p-aminoacetofenonu lub jego N-podstawionej pochodnej. Aromatyczne
makrolidy heptaenowe syntetyzowane sg w postaci komplekséw antybiotykdéw

0 zblizonej budowie chemicznej — zmiany strukturalne wystepujg gtéwnie, ale nie

tylko, w obrebie czesci hydrofilowej antybiotyku.

partrycyna B (R = H)

kandycydyna D

amfoterycyna B

o) 0 OH OH OH kandycydyna D

0 o) OH OH OH OH partrycyny Ai B
: : ‘ : 15
HO !
OH
Rys. Il. 2.1. Zestawienie roznic pomiedzy strukturami amfoterycyny B, kandycydyny D, partrycyny A
i partrycyny B.

Budowa chemiczna AmB oraz AH jest bardzo zblizona, jednakze — poza

obecnoscig tancucha bocznego — mozna réwniez zaobserwowac réznice w ilosci
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oraz rodzaju funkcji tlenowych wich fragmentach poliolowych oraz w geometrii
chromoforéw heptaenowych. Ponadto, czes¢ poliolowa AH jest o dwie jednostki
weglowe dtuzsza w poréwnaniu do AmB. Chromofor amfoterycyny B wystepuje
w formie all-trans, natomiast aromatycznych makroliddw heptaenowych — cis-
trans. Chromofory cis-trans zawierajg dwa sprzezone wigzania podwodjne
o geometrii Z w pozycjach 26, 28 lub 28, 30 [4,20,27]. Powyzsze rdznice
przedstawiono na rys. 11.2.1.

W literaturze opisujgcej antybiotyki nalezgce do podgrupy aromatycznych
makrolidéw heptaenowych niejednokrotnie pojawiajg sie niescistosci, a nawet
btedne informacje. Dotyczy to miedzy innymi stosowanego nazewnictwa, a takze

danych na temat sktadu oraz udziatu poszczegdlnych sktadnikéw komplekséw.
2. 1. Kandycydyna D

Kandycydyna D (CndD) jest gtdwnym skfadnikiem pierwszego z odkrytych
w latach 50-tych ubiegtego wieku komplekséw aromatycznych makrolidow
heptaenowych — Kandycydyny. Nazwa nawigzuje do wysokiej aktywnosci
kompleksu wykazywanej przeciw Candida albicans. Kandycydyna produkowana
jest przez Streptomyces griseus IMRU 3570 [41,42].

Pomimo wielu lat badan, w literaturze dotyczgcej aromatycznych makrolidéw
wystepuje wcigz wiele niescistosci. Dotyczg one miedzy innymi skfadu i proporciji
sktadnikow tworzacych poszczegéine kompleksy. W przypadku Kandycydyny
rozne zrédta informowaty, ze zawiera ona od trzech [43], czterech do pieciu [44]
lub nawet dziewieciu sktadnikbw nazwanych kandycydynami A — I. Do niedawna
byta znana struktura tylko jednego z jej sktadnikow — kandycydyny D (syn.
kandycydyna A2), (rys. I1.2.2). Niedawno zostata réwniez ustalona stereochemia
kandycydyny A3 [45] oraz — czesciowo — stereochemia kandycydyny A1 [46].
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kandycydyna A3

Rys. II. 2.2. Struktury chemiczne sktadnikéw kompleksu Kandycydyny obrazujace zréznicowanie w
obrebie fragmentu poliolowego.

2. 2. Partrycyna

Kolejnym przedstawicielem grupy AH jest Partrycyna, kompleks antybiotyczny
w ktorego sktad wchodzg partrycyna A (20%) i partrycyna B (80%) (rys. 11.2.3),
syntetyzowany przez S. aureofacines. Partrycyna A wystepuja naturalnie wraz ze

swoim demetylowanym analogiem (partrycyng B) w konfiguracji o geometrii

Pobrano z mostwiedzy.pl

RHN

Rys. Il. 2.3. Struktura partrycyny A (syn. gedamycyny) (R=Me) i partrycyny B (syn. wacydyny) (R=H).
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chromoforu cis-trans. W odr6znieniu od kandycydyny D, dwa wigzania podwojne
0 geometrii Z sg zlokalizowane w pozycjach 28 i 30 (26 i 28 w przypadku CndD).
Sktadniki Partrycyny zawierajg w swojej strukturze wiecej, w poréwnaniu
z kandycydyng D, funkcji hydroksylowych we fragmencie poliolowym pierscienia
makrolidowego, a takze nie posiadajg podstawnika metylowego przy weglu Cao.
W literaturze, Partrycyna wystepuje czesto pod nazwg Aureofacyna, zas
synonimy nazw jej sktadnikow stanowig, odpowiednio, gedamycyna (partrycyna
A) oraz wacydyna (partrycyna B). Wynikow wiekszosci badan, wykonanych nad
Partrycyng w Katedrze Technologii Lekdéw i Biochemii WCh PG, nalezy szuka¢
wiasnie pod takimi nazwami. Niedawno dopiero udowodniono ostatecznie
tozsamos¢ strukturalng sktadnikéw komplekséw Aureofacyny oraz Partrycyny
[47].
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ll. 3. 1zomeryczne aromatyczne makrolidy

heptaenowe

W zwigzku z trudnosciami w uzyskaniu sktadnikbw poszczegolnych kompleksow
w formie czystej, niewiele jest informacji na temat struktur chemicznych AH. Dla
niektérych z nich pojawiajg sie btedne informacje, postulujgce natywng geometrie

czesci chromoforowej w formie all-trans [47].

Z uwagi na wystepowanie w strukturze tych zwigzkéw siedmiu sprzezonych
wigzan podwojnych z dwoma kolejnymi wigzaniami typu cis, mogg one podlegac
zjawisku wewnatrzczgsteczkowej izomeryzacji. W wyniku tego procesu uktad

chromoforowy przeksztatca sie z formy cis-trans w all-trans.
3. 1. Fotochemiczna izomeryzacja AH

Badania nad tym zagadnieniem przeprowadzone zostaty dla leworyny A2 (syn.
kandycydyny D, CndD [48]) i wykazaly, iz transformacja do wersji izomerycznej
zachodzi z najlepszym rezultatem przy zastosowaniu naswietlania
promieniowaniem monochromatycznym (dtugosc¢ fali 365 nm). Zaobserwowano
rowniez, ze barwniki takie jak ksanten, akrydyna lub ftalocyjanina, a takze
niektére zwigzki siarki i fosforu moga katalizowac¢ izomeryzacje AH. Na podstawie
przeprowadzonych badan stwierdzono takze, ze forma po izomeryzacji (izo),
w poréwnaniu do formy natywnej, jest bardziej stabilna w roztworze oraz ma

ponad dwukrotnie wyzszg aktywnos¢ przeciwgrzybowsg [49].

Analiza strukturalna przeprowadzona z wykorzystaniem technik NMR
potwierdzita uzyskanie bardziej stabilnego izomeru CndD w formie all-trans [50].
Wyniki badan potwierdzajg, ze analogiczna sytuacja wystepuje rowniez dla
partrycyny A (syn. gedamycyny) oraz partrycyny B (syn. wacydyny) [51].
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Prezentowana na rys. 11.3.1 struktura izo-kandycydyny D (iso-CndD) posiada

geometrie chromoforu identyczng z geometrig wystepujgcg w pierscieniu

makrolaktonowym AmB.

Rys. Il. 3.1. Struktura izo-kandycydyny D (u géry) oraz amfoterycyny B (u dotu).

Zakfadajac, iz ,wyprostowana” wersja uktadu heptaenowego jest elementem
majacym wplyw na réznicujgce oddziatywanie ze sterolami (cholesterolem
w komoérkach gospodarza, a ergosterolem w komérkach patogenu), a takze
majac na uwadze wystepowanie dodatkowo aromatycznego tancucha bocznego
w strukturze AH, mozna spodziewac¢ sie wzrostu selektywnej toksyczno$ci

antybiotykéw tej grupy w formie izo.
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Il. 4. Aktywnosc¢ przeciwgrzybowa aromatycznych

makrolidéw heptaenowych

Pierwsze badania dotyczgce aktywnosci przeciwgrzybowej AH, przeprowadzone
in vitroi in vivow 1960 r., wskazaty na ich szerokie spektrum dziatania. W testach
poréwnawczych, ktérych wyniki przedstawiono w tabeli [.4.1, Kandycydyna
wykazata o ponad rzad wielkosci wyzszg aktywnosé w poréwnaniu m. in. z AmB

[52,53].

Tabela 1. 4.1. Aktywno$¢ wybranych antybiotykow polienowych (wyrazona jako MIC) wzgledem
drobnoustrojow z rodzaju Candida, Saccharomyces i Aspergillus [52,53] .

Antybiotyk MIC (ug/ml)

C. albicans S. cerevisiae A. niger
Nystatyna 1,600 1,700
Kandydyna 0,120 0,110
amfoterycyna B 0,150 0,090
Kandycydyna 0,005 0,001 0,100

Kolejne badania, przeprowadzone na poczatku lat 80-tych dla wybranych
makrolidéw polienowych, ktérych wyniki zestawiono w tabeli 11.4.2, potwierdzity
wysokg aktywnos$é przeciwgrzybowg AH, jednakze ujawnity one réwniez ich
niskg selektywng toksyczno$¢. Odnotowano roéwniez wystepowanie
efektow ubocznych, takich jak dziatanie neurotoksyczne czy hemotoksyczne,
uniemozliwiajgc tym samym ich wykorzystanie w terapii uktadowych infekcji
wywotanych przez patogeny grzybowe [54,55].

Tabela Il. 4.2. Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa wzgledem drobnoustrojow S. cerevisiae ATCC9763
i hemolityczna wobec ludzkich erytrocytow dla wybranych antybiotykéw polienowych [54,55].

Antybiotyk MIC (pg/ml) EHso (ug/ml)
Nystatyna 0,250 15,000
Kandydyna 0,200 1,600
amfoterycyna B 0,100 1,600
kandycydyna D 0,006 2,000
partrycyna A 0,001 0,400
partrycyna B 0,002 0,200
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4. 1. Aktywnosc¢ przeciwgrzybowa izomerycznych

makrolidow heptaenowych

W 2021 roku, w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii, przeprowadzono
poréwnawcze badania in vitro dotyczace oceny aktywnosci biologicznej
antybiotykbw z grupy aromatycznych heptaenéw w formie natywnej
i izomerycznej w porownaniu do amfoterycyny B jako zwigzku referencyjnego
[56]. Dane otrzymane na podstawie oceny aktywnosci przeciwgrzybowej

zestawiono w tabeli 11.4.3.

Tabela Il. 4.3. Aktywnos$c¢ przeciwgrzybowa in vitro kandycydyny D, partrycyny A, partrycyny B, ich all-trans
izomerow oraz amfoterycyny B.

Zwigzek CndD iso-CndD ParA iso-ParA ParB iso-ParB AmB

Mikroorganizm MIC [ug/ml]

C. albicans 0.003 0.0083 0.002 0.006 0.002 0.003 0.060
C. glabrata 0.006 0.003 0.002 0.006 0.002 0.006 0.250
C. krusei 0.006 0.003 0.002 0.006 0.003 0.003 0.250
C. parapsilosis 0.010 0.006  0.003 0.006 0.006 0.006 0.125
C. dubliniensis 0.002 0.002  0.001 0.006 0.002 0.002 0.060
C. guilliermondii  0.030 0.030 0.006 0.030 0.010 0.010 0.125
C. famata 0.010 0.030 0.010  0.050 0.010 0.050 0.250
C. rugosa 0.030 0.030 0.030 0.050 0.030 0.030 0.125
S. cerevisiae 0.006 0.006  0.002 0.001 0.003 0.008 0.060

Otrzymane wartosci MIC dla kandycydyny D oraz partrycyny A i B sg nizsze dla
wiekszosci testowanych szczepdw w porownaniu z amfoterycyng B, co pozostaje
w zgodzie z uprzednio uzyskanymi danymi. Natomiast izomery all-trans okazaty
sie mniej aktywne niz natywne antybiotyki, jednak w wiekszosci przypadkdw
bardziej aktywne w poréwnaniu z amfoterycyng B.

Kolejnym przeanalizowanym parametrem byta ocena aktywnosci hemolitycznej,

ktérej wyniki przedstawiono w tabeli 11.4.4.

Tabela Il. 4.4. Aktywnos¢ hemolityczna kandycydyny D, partrycyny A i B, ich all-trans izomerdéw oraz
amfoterycyny B.

Zwigzek CndD iso-CndD ParA iso-ParA ParB iso-ParB AmB
Ii:;(;ml] 7.53+0.82 16.67+x1.40 1.28+0.68 >20 0.66+0.09 9.64+1.79 @ 3.46x0.15

Jak pokazujg otrzymane dane, aktywno$¢ hemolityczna izomerdéw all-trans w

porownaniu do zwigzkéw natywnych jest zdecydowanie nizsza. Najmniejszg
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roznice mozna zaobserwowac dla pary kandycydyna D/izo-kandycydyna D,
natomiast w przypadku partrycyny A i partrycyny B zmiana jest ponad 10-krotna.
Co wiecej, wszystkie izomery all-trans wykazaty znacznie mniejszg aktywnosé

hemolityczng w poréwnaniu do amfoterycyny B.

W ramach badan na biologiczng aktywnoscig makrolidéw aromatycznych i ich
pochodnych okreslono réwniez wartosci indeksu selektywnej toksycznosci (ang.
selective toxicity index, STI), ktére przedstawiono w tabeli 11.4.5.

Tabela ll. 4.5. Indeksy selektywnej toksycznosci dl kandycydyny D, partrycyny A, partrycyny B, ich izomeréw
alt-trans oraz amfoterycyny B. STl = EHso/MIC dla C. albicans.

Zwigzek CndD iso-CndD ParA iso-ParA ParB iso-ParB AmB
STI 30.12 33.34 512 >20 2.64 19.28 13.84
Wartosci STl dla wszystkich izomerow all-trans okazaty sie lepsze w poréwnaniu
do zwigzkéw o geometrii cis-trans. Najlepsze rezultaty uzyskano dla par
partrycyna A/izo-partrycyna A oraz partrycyna B/izo-partrycyna B. Selektywnos$¢
amfoterycyny B byta wieksza niz partrycyny A i partrycyny B, ale mniejsza niz
kandycydyny D. Wszystkie z izo—AH antybiotykdéw byty bardziej selektywne niz

amfoterycyna B.
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Il. 5. Badania oddziatywania czgsteczek
z wykorzystaniem technik modelowania

molekularnego

Metody modelowania molekularnego wykorzystuje sie miedzy innymi
w badaniach nad strukturg i dynamikg biomakromolekut i ich uktadéw.
Modelowanie jest etapem posrednim, tgczacym teorie naukowe z praktykg
laboratoryjng. Coraz czesciej, naukowcy przed przystgpieniem do eksperymentu
przeprowadzajg symulacje in silico, aby w racjonalny sposéb zaplanowaé czesé
laboratoryjng badan. Mozliwe jest tez odwrotne podejscie, czyli wykorzystanie
informacji z przeprowadzonych eksperymentow do narzucenia ograniczen lub
tez udokfadnienia parametrédw przy tworzeniu modelu oraz wykonywaniu

obliczen i symulaciji.

Zastosowanie metod obliczeniowych w badaniach o podtozu biologiczno-
chemicznym stosowane jest w dwéch wersjach: mechaniki molekularnej, ktéra
przede wszystkim ma na celu uzyskanie informacji o optymalnej geometrii
analizowanej struktury oraz dynamiki molekularnej, ktéra to z kolei pozwala,
miedzy innymi, na wielowymiarowe analizowanie zachowania sie uktadu
w czasie. To wiasnie druga z tych wersji jest wykorzystywana przy badaniu
oddziatywan pomiedzy makroczgsteczkami. Informacje na temat interakcji
pomiedzy analizowanymi molekutami sg jednym z najwazniejszych elementéw
w badaniach nad zwigzkami biologicznie czynnymi. Wedtug klasycznego
podejscia, wykorzystujgcego metody empiryczne w celu okreslenia charakteru
oddziatywan liganda z celem molekularnym, wykorzystuje sie metody
strukturalne takie jak krystalografia rentgenograficzna oraz techniki
magnetycznego rezonansu jgdrowego, a takze metody eksperymentalne
pozwalajgce na wyznaczanie statych réwnowagi tworzenia sie kompleksow.
Niestety, zastosowanie takiego postepowania do analizy wiekszych i bardziej
skomplikowanych uktaddw jest czesto bardzo wymagajgce i czasochtonne.
Dzieki rozwojowi i zaawansowaniu technik stuzgcych ~modelowaniu

molekularnemu wytworzyta sie nowa gatgz nauki, jakg jest wspomagane
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komputerowo projektowanie nowych lekéw, ktéra w znaczacy sposob utatwita to
zagadnienie [57-59].

Dzieki wykorzystaniu dynamiki molekularnej mozliwe jest bardziej efektywne
projektowanie nowych, potencjalnych lekéw. Przeprowadzane symulacje
dostarczajg informacji na temat zachowania molekut w modelowanym ukfadzie
oraz dynamiki tworzenia kompleksu cel molekularny/ligand. Jak kazda z metod,
rowniez i ta posiada swoje ograniczenia, takie jak rozmiar analizowanego
systemu, skala czasowa badanego zjawiska, czy problemy wynikajgce
z niedoktadnosci  stosowanych  pdél  sitowych, wykorzystywanych do

matematycznego opisu symulowanego uktadu [59].

W trakcie prac laboratoryjnych majgcych na celu opracowanie nowego leku,
jednym Zz kryteriow, na ktére zwraca sie szczegdlng uwage, jest termodynamika
procesu tworzenia sie kompleksu potencjalnego leku z celem molekularnym.
W przypadku projektowania nowego zwigzku o potencjalnym dziataniu
terapeutycznym, przy zastosowaniu metod modelowania molekularnego
najistotniejszym zadaniem jest oszacowanie podstawowych wielkosci
termodynamicznych badanego uktadu, w tym energii swobodnej [59]. To wiasnie
energia swobodna jest gtéwnag sitg napedowg wiekszosci
procesOw zachodzacych w zywych organizmach. Wiarygodna estymacja energii
swobodnej na podstawie przeprowadzonych symulacji jest kluczowym
zagadnieniem, ale i gtobwnym wyzwaniem dla naukowcéw zajmujgcych sie
modelowaniem oddziatywan pomiedzy czasteczkami. Obecnie istnieje kilka
metod wykorzystywanych w tym celu. Sg to miedzy innymi metody perturbacyjne
(ang. free energy  perturbation), catkowanie termodynamiczne
(ang. thermodynamical integration) oraz wyznaczanie potencjatu $redniej sity

(ang. potential of mean force) [60].

Dla jak najlepszego oszacowania energii swobodnej modelowanego zjawiska
z wykorzystaniem potencjatu srednich sit, czas prowadzonej symulacji powinien
by¢ jak najdtuzszy, aby uktad mogt przejs¢ przez wszystkie mozliwe stany
konformacyjne. W takiej sytuacji zostatby idealnie wyprébkowany. Niestety, moce

obliczeniowe dzisiejszych komputeréw nie pozwalajg na takie postepowanie.
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Jedng z gtéwnych przyczyn, przez ktére nie stosuje sie bezposredniego
podejscia jest fakt, iz symulacje musiatyby by¢ prowadzone przez nierozsgdnie
dtugi czas, wiec dziatanie takie statoby sie nieoptacalne.

Kolejnym z probleméw sg tak zwane lokalne minima energetyczne. Podczas
prowadzonych symulacji dynamiki molekularnej istnieje niebezpieczenstwo, ze
uktad trafi w otoczenie konformaciji na tyle korzystnej energetycznie (o tak niskiej
energii swobodnej), ze przez pozostaty czas symulacji nie bedzie w stanie przej$é
do konformacji korzystniejszej pod wzgledem energetycznym. Sytuacja taka
moze prowadzi¢ do btednego wytypowania najstabilniejszej konformacji

odpowiadajgcej globalnemu minimum energetycznemu.

Ponizej przedstawiono dwie najpopularniejsze metody prébkowania ukfadu,
pozwalajgce na skrécenie czasu symulacji bez znaczacej utraty jakosci

oszacowania jego energii swobodne;j.
5. 1. Umbrella Sampling

Jedng z metod stosowanych dla polepszenia oszacowania zmian energii
swobodnej w zaleznosci od wybranej wspotrzednej systemu jest technika znana
pod angielska nazwg Umbrella Sampling (US). W celu jak najlepszego
,wyprébkowania” (ang. sampling) przestrzeni konformacyjnej oraz utatwienia
pokonania miniméw lokalnych w trakcie symulacji naktada sie dodatkowy,
niefizyczny potencjat odchylajgcy, w wyniku czego mozliwe jest przejscie uktadu
przez niekorzystne, wysokoenergetyczne konformacje. W  wiekszoSci
przypadkéw dodatkowy potencjat ma postac¢ funkcji harmonicznej, ktéra swoim

ksztattem przypomina parasol (ang. umbrella), stgd nazwa metody.

Drugim elementem tej metody, ktéry ma pozwoli¢ na lepsze prdobkowanie
przestrzeni konformacyjnej danego systemu, jest podzielenie wspoirzednej,
w funkcji ktorej wyznaczana bedzie energia swobodna na kilkka mniejszych

fragmentdw, nazywanych oknami [61].

Podczas badan technikg dynamiki molekularnej z wykorzystaniem metody
Umbrella Sampling, symulacje z przytozonym dodatkowym potencjatem
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dziatajgcym na uktad zazwyczaj prowadzi sie réwnolegle dla kazdego z okien

wyznaczonych dla wspotrzednej.

Przyjmujac ¢ jako wspéirzedng reakcji i Unias(€) jako przytozony dodatkowy
potencjat, poszukiwany niezaburzony profil energii swobodnej, Gi(€), mozna

zdefiniowac¢ nastepujgco:

Gi(§) = —kgT In pP'® (&) — Upiys(©) + F; (1.5.1)

gdzie pfas(€) opisuje wynikowg zaburzong gesto$é¢ prawdopodobienstwa,
natomiast stata Fi odpowiada energii swobodnej wynikajgcej z wprowadzenia
dodatkowego potencjatu i jest definiowana jako:

e Fi/kpT — <e—U1§ias(f)/kBT> (1.5.2)

Nastepnie, uzyskane dane analizuje sie zbiorczo, najczesciej z wykorzystaniem
metody wazonych histogramow (ang. Weighted Histogram Analysis Method,
WHAM) [62] i przetwarza w celu wyznaczenia profilu zmian energii swobodnej w
zaleznosci od wybranej wspétrzednej. Szczegdtowy opis metody i przyktady

zastosowania mozna znalez¢ w literaturze, np. [61,63].
5. 2. Metadynamika

Kolejng z metod jest metadynamika (ang. metadynamics, MTD), ktéra rowniez
wykorzystuje zewnetrzny potencjat dziatajacy na uktad. W tym przypadku
wprowadzany potencjat ulega zmianie w trakcie symulacji, w zaleznosci od jej
przebiegu i ma na celu ,zniechecenie” uktadu do ponownego przejscia
w konformacje, ktéra juz wystgpita. Wartos¢ potencjatu jest tym wieksza, im
czesciej uktad prébuje powrdéci¢ do danej konformacji. Dzieki zwiekszajacemu sie
potencjatowi uktad zyskuje mozliwos¢ pokonywania coraz wiekszych barier
energetycznych, dzieki czemu jakos¢ prébkowania wzrasta. Podczas symulacii
prowadzonej wzdtuz wybranej wspétrzednej uktadu zbierane sg informacje na
temat wartosci potencjatu odpowiadajgcej danej konformaciji, a co za tym idzie,
ilosci jej wystapieh. Na bazie tych informacji dokonuje sie odtworzenia profilu

zmian energii swobodnej w zaleznosci od analizowanej wspétrzedne;.
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Matematyczny opis metody mozna przedstawi¢ nastepujgco. Wyznaczany

potencjat sredniej sity dziatajgcej na uktad definiuje sie jako:

F = —kgT tlim In (N(s, t)) (1.5.3)

gdzie N(s,t) jest histogramem zmiennej s okreslanym na podstawie
nieskonczenie dtugiej, rownowagowej symulacji [64]. W przypadku tej metody,
dodatkowy potencjat naktadany na uktad w celu polepszenia prébkowania
zalezny jest od przebiegu trajektorii. Okresla sie go jako sume krzywych Gaussa

odktadanych wzdtuz badanych wspétrzednych opisujgcych:

20

2
Si(R)-S;(R(t")
Ve(s,t) = Thi_gw exp (— 2511( v ) ) (11.5.4)
gdzie w opisuje szybkos¢ z jakg dodawany jest potencjat, d oznacza liczbe
wspotrzednych opisujgcych, Si(R) jest jedng z funkcji pofozen zestawu atoméw

R, a oodchyleniem standardowym dodawanej krzywej Gaussa [65].

Szybkos¢ przyrastania potencjatu mozna zdefiniowac jako:

w
T

(Il. 5.5)

w =

gdzie W jest wysokoscig dodawanego potencjatu, natomiast 7to okres, co ktory

potencjat V(s,t) jest powiekszany o kolejng krzywg Gaussa.

Dla wystarczajgco dtugich czaséw symulacji, dodatkowy potencjat mozna przyjg¢
jako pewnego rodzaju oszacowanie profilu energii swobodnej wzdtuz wybranej
wspotrzednej reakcji, gdyz jego warto$¢ nie uzbieznia sie do jej bezwzglednej

wartosci, a oscyluje wokot. Sytuacje te mozna zapisa¢ nastepujgco:
Ve(s,t) =—F(s)+C (1.5.6)

W celu zminimalizowania powyzszego efektu, zaproponowano zastosowanie

skalowania doktadanego potencjatu w czasie wedtug ponizszego wzoru:

W =W,exp (- ,VciAtT)) (1I.5.7)
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gdzie Wop jest poczatkowg wysokoscig dodawanego potencjatu, natomiast AT
parametrem o wymiarze temperatury. Wysokos¢ dodawanego potencjatu
w trakcie symulacji spada, a parametr AT opisuje szybkosc¢ tego spadku. £gczac
ze sobg powyzsze elementy otrzymywany, uzbiezniony potencjat mozna zapisac
jako:

AT
AT+T

Ve(s,t —» ) = —2L_F(S) +C (11.5.8)

Obecnie czesto stosuje sie tzw. czynnik skalujgcy potencjat (ang. bias factor),

kt6ry zastepuje parametr AT wyrazeniem:

y =4 (1.5.9)

T

Doktadny opis teoretyczny metody wraz z mozliwosciami jej wykorzystania

mozna znalez¢ w literaturze [65—67].
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[l. 6. Podsumowanie

Poszukiwania lepszego i skuteczniejszego leku przeciwko uktadowym infekcjom
grzybiczym od lat jest istotnym wyzwaniem dla swiata nauki. Zwigzki z grupy
aromatycznych makrolidow polienowych charakteryzuje wysoki potencjat
terapeutyczny, jednakze ze wzgledu na ich wysokg toksycznosé wymaga on
ukierunkowania i doprecyzowania. Dla lepszego zrozumienia wptywu
antybiotykow z tej grupy zwigzkéw na zywe komérki istotne jest przede wszystkim
pogtebienie wiedzy na temat ich interakcji z btong oraz zachowania sie
w Srodowisku zawierajgcym jednoczesnie rozne lipidy, w tym sterole. Dzieki
wyjasnieniu mechanizméw majgcych wpltyw na to zjawisko, mozliwe bedzie
zaproponowanie terapii w walce z systemowymi zakazeniami wywotywanymi

przez patogeny grzybowe.

Majac na uwadze kompleksowg nature aromatycznych makrolidow polienowych,
wysokg precyzje wymagang przy ich izolacji, a takze delikatny charakter
antybiotykbw w natywnej formie, wykorzystanie technik modelowania
molekularnego do odkrycia podstaw aktywnosci tej grupy fungicydéw staje sie
naturalnym wyborem. Zastosowanie metod komputerowych jest korzystne nie
tylko ze wzgledu na mozliwos¢ rozpoczecia eksperymentow obliczeniowych bez
koniecznosci posiadania fizycznej prébki zwigzku, ale przede wszystkim dlatego,
poniewaz dostarcza informacji o zachowaniu sie AH na poziomie molekularnym.
Powyzsze aspekty sprawiajg, iz jest to idealne narzedzie do badan sposobu
dziatania tej grupy antybiotykéw. Co wiecej, symulacje pozwolg na weryfikacje
hipotezy o wptywie geometrii chromoforu (cis-trans vs. all-trans) na rdznicowe
powinowactwo do sterolu wystepujgce w btonie komérkowej gospodarza

i patogenu.
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lll. CEL1ZAKRES PRACY

Celem prowadzonych badan byto sprawdzenie wpltywu zmiany geometrii
chromoforu zwigzkéw nalezgcych do aromatycznych heptaenéw (AH) na
oddziatywanie na poziomie molekularnym ze sterolami zawartymi w btonie
lipidowej. Poznanie sposobu w jaki aromatyczne antybiotyki polienowe wptywajg
na biwarstwe lipidowg moze przyczyni¢ sie do wyjasnienia obserwowanej

wysokiej aktywnosci przeciwgrzybowej wykazywanej przez te grupe zwigzkow.

S3 to pierwsze badania wykorzystujgce techniki modelowania molekularnego
w studiach nad tg podgrupg antybiotykéw polienowych. Prezentowane wyniki
dotyczg trzech przedstawicieli AH: kandycydyny D, partrycyny A oraz
partrycyny B. Antybiotyki analizowane sg w dwoch wersjach: natywnej
(chromofor o geometrii cis-trans) oraz izomerycznej (chromofor o geometrii
all-trans). Symulacje dynamiki molekularnej dotyczgce zachowania AH w btonie
lipidowej zawierajgcej sterole (cholesterol badz ergosterol) przeprowadzone
zostaty z wykorzystaniem jednowymiarowej techniki Umbrella Sampling oraz
dwuwymiarowej metadynamiki jako metod udokfadniajgcych wyznaczanie
energii swobodnej interakcji dwoch czgsteczek wchodzacych w sktad binarnego
kompleksu.

Eksperymenty obliczeniowe miaty na celu otrzymanie profili badz map energii
swobodnej opisujgcych interakcje monomeru antybiotyku z wybranym sterolem
w srodowisku btony lipidowej, na podstawie ktérych mozliwe byto zdefiniowanie
wptywu geometrii chromoforu AH (cis-trans vs. all-trans) na powinowactwo do
cholesterolu oraz ergosterolu. Ponadto, wyniki przeprowadzonych symulacji
pozwolity na ustalenie optymalnej geometrii komplekséw AH/sterol, a takze
wyznaczenie struktur reprezentatywnych tych komplekséw. W oparciu
0 uzyskane dane podjeta zostata proba okreslenia nieznanej dotad roli
aromatycznego tancucha bocznego AH w oddziatywaniach ze sterolami.
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IV. METODY

V. 1. Modelowanie molekularne

W trakcie badan z wykorzystaniem technik modelowania molekularnego
przeanalizowano zachowanie trzech natywnych przedstawicieli aromatycznych
makrolidéw polienowych: kandycydyny D, partrycyny A i partrycyny B oraz ich
pochodnych w wersji zizomeryzowanej w btonach lipidowych zawierajgcych
cholesterol bgdz ergosterol (w sumie 12 uktadow symulacyjnych). We wszystkich
przypadkach jako podstawowg technike symulacji zastosowano dynamike
molekularng. Obliczenia wykonano na  superkomputerach  Centrum
Informatycznego Tréjmiejskiej Akademickiej Sieci Komputerowej ,Tryton” oraz
,Prometheus” w ramach infrastruktury PLGrid Akademickiego Centrum
Komputerowego AGH.

1. 1. Parametryzacja

Podstawowe parametry dla modeli atomistycznych wszystkim aromatycznych
heptaenéw zostaty zaczerpniete z pola sitowego CHARMMS36 Generalized
ForceField [68] przy wykorzystaniu interfejsu dostepnego na paramchem.org.
Nastepnie parametry zostaly udoktadnione z wykorzystaniem programu
GAUSSIANO09 [69]. Najpierw tadunki czgstkowe zostaty przeliczone ab initio na
poziomie teorii MP2/6-31G*. Nastepnie kilka katéw dwusciennych, ktére
otrzymaly najwyzszg wartos¢ funkcji kary przy naktadaniu pola sitowego
CHARMMS36, zostaty ponownie sparametryzowane przy wykorzystaniu skanera
kata dwusciennego zaimplementowanego w programie GAUSSIAN09 na
poziomie teorii MP2/6-31G* ze skokiem kata co 5 stopni. Uzyskane profile
energetyczne zostaty opracowane przy pomocy programu ForceFileld ToolKit
(ffTK) [70] w ramach programu VMD [71]. Dodatkowo, parametry okre$lajgce
wiasciwosci dwoch katéw dwusciennych tworzgcych wigzanie glikozydowe
miedzy aglikonem a ugrupowaniem mykozaminy zaczerpnieto z wczesniejszych
badan nad amfoterycyng B, jako ze te fragmenty dla wszystkich aromatycznych
heptaendw byty strukturalnie identyczne z amfoterycyng B [72].
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1. 2. Przygotowanie uktaddéw symulacyjnych

Wszystkie 12 uktadéw symulacyjnych zbudowano przy pomocy serwera
Charmm-Gui Membrane Builder [73]. Pojedynczg czasteczke kazdego
z analizowanych zwigzkdédw umieszczono w prostokgtnym pudetku, a nastepnie
zanurzono w btonie lipidowej zbudowanej z dipalmitoilofosfatydylocholiny
(DPPC) oraz czagsteczek cholesterolu lub ergosterolu w stosunku (70:30), rys
IV.1.1. Nastepnie, do uktadu dodano dwie warstwy wody ponizej oraz powyzej
badanych bton. Do warstw wodnych wprowadzono jony chlorkowe i potasowe
w celu uzyskania stezenia odpowiadajgcego fizjologicznej sile jonowej. Pole
sitowe CHARMM36 zostato wykorzystane dla czgsteczek antybiotykéw, steroli

oraz czasteczek DPPC, natomiast dla wody zastosowano model TIP3P [74],
tabela IV.1.1.

Rys. IV. 1.1. Uktad symulacyjny monomeru antybiotyku ze sterolem przedstawiony na przyktadzie
partrycyny A z ergosterolem. Ze wzgledu na czytelno$¢ pominigto czgsteczki wody i jony
nieorganiczne.
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Tabela IV. 1.1. Zestawienie parametrow dla 12 uktadow symulacyjnych.

Wymiary poczatkowe Liczba Liczba Liczba

Uktad pudetka czasteczek czasteczek jonow

[nm] sterolu DPPC K+/Cl-

iso--CndD/Chol 7 5367 53 /74,97 48 112 15/15

iso-CndD/Erg g5 65/ 65,68 / 74,97 42 98 14/14

CndD/Chol 67,62/ 67,62/ 72,61 48 112 14/14

CndD/Erg 67,62/ 67,62 / 72,61 42 98 13/13
iso--ParA/Chol &7 5567 58 /71,00 48 112 9/9
iso--ParA/Erg 65,76 / 65,76 / 71,67 42 98 9/9

ParA/Chol 67,64 /67,64 /72,28 48 112 10/10

ParA/Erg 65,76 / 65,76 / 74,28 42 98 14/14

iso--ParB/Chol 47 656762/ 85,00 48 112 15/15

iso--ParB/Erg 67,62/ 67,62 / 85,00 48 112 15/15

ParB/Chol 67,65/ 67,65/ 71,75 48 112 10/10

ParB/Erg 67,65/ 67,65/ 71,75 48 112 10/10

1. 3. Procedura symulacyjna

Wszystkie symulacje zostaty przeprowadzone w zespole NPT z wykorzystaniem
pola sitowego CHARMMS36 oraz pakietu GROMACS [75] (wersje 5.1.4 oraz
2020.4) z wtyczkg PLUMED [76] (wersja 2.2.3 oraz 2.6.2). Dla zachowania
ciggtosci symulowanego uktadu zastosowano periodyczne warunki brzegowe dla
wszystkich trzech wymiaréw. Temperatura uktadéw w trakcie symulacji wynosita
310 K przy zastosowaniu termostatu Nose-Hoover’'a [77], natomiast cisnienie
utrzymywane byto na poziomie 1 bara przy zastosowaniu metody Parrinello-
Rahmana [78]. Oddziatywania elektrostatyczne wyznaczane byty przy pomocy
algorytmu PME z promieniem obcigcia réwnym 12 A [79]. Oddziatywania van der
Waalsa byly szacowane przy poziomie obciecia wynoszacym 12 A przy
zastosowaniu funkcji przetaczajacej dla odlegtosci 10 A. Réwnania ruchu byty
catkowane przy zastosowaniu algorytmu Verleta z krokiem czasowym

wynoszgcym 2 fs [80].
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Uzyskane uktady symulacyjne poddano 7-etapowej procedurze rownowazenia
zgodnie z zaleceniami z programu CHARMM Membrane Builder. Nastepnie, dla
kazdego z nich przeprowadzono 500 ns rownowagowe symulacje dynamiki

molekularne;.

a) 1D — Umbrella Sampling

Metoda Hamiltonian Replica Exchange Umbrella Sampling zostata zastosowana
w celu uzyskania profili energii swobodnej oddziatywania antybiotyk-sterol
w Srodowisku biwarstwy lipidowej. Jako wspotrzedng reakcji wybrano odlegtosé,
¢, pomiedzy centrami mas wyznaczanymi poprzez pierscien makrolidowy
antybiotyku oraz uktad pierscieniowy sterolu, rzutowany na ptaszczyzne XY (rys.
IV.1.2).

Rys. IV. 1.2. Wspéirzedna reakcji dla ktérej wyznaczana byta energii swobodna w symulacjach
z zastosowaniem metody US na przyktadzie izo-kandycydyny D z cholesterolem.

Struktury poczatkowe wybrano na podstawie dodatkowych 100 ns symulacji,
w trakcie ktdrych odlegtos¢ byla zwiekszana z 5 do 15 A przy nalozonym
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potencjale harmonicznym z statg sitowg réwng 2500 kJ/mol-A2. W kazdym
przypadku wspéirzedna reakcji zostata podzielona na 10 réwnych okien
rozmieszczonych co 1 A. Kazde z okien poddano uprzednio 100 ns
rownowazeniu, a nastepnie symulowano przez 1 ys. W celu uzyskania profili

energii swobodnej zastosowano metode wazonych histogramow (WHAM).

b) 2D — Metadynamika

Dla  doktadniejszego  poznania  preferowanej orientacji kompleksu
antybiotyk/sterol  zastosowano metode dwuwymiarowej metadynamiki
w wariancie well-tempered (2D-WT-MTD). Jako dodatkowg wspoirzedng
opisujgcyg proces wybrano kat 6, opisujgcy wzajemne utozenie sterolu wzgledem

antybiotyku, tak jak przedstawiono na rysunku IV.1.3.

Rys. IV. 1.3. Dodatkowa wspétrzedna reakcji dla ktérej wyznaczana byta energii swobodna
w symulacjach z zastosowaniem metody MTD na przyktadzie izo-kandycydyny D z cholesterolem.

Symulacje przeprowadzono dla 10 orientacji kompleksu z wartosciami kata
roztozonymi od 0° do 360°, co 36°. Wartos¢ czynnika skalujgcego ustawiono na
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10, natomiast jako temperature odniesienia przyjeto wartos¢ 310 K. Potencjat
w postaci krzywych Gaussa o szerokosci 0,2 A dla odlegtosci i 0,5 rad dla kata
oraz poczatkowej wysokosci 0,1 kd/mol byt dodawany co 10 ps. Dla kazdej

z orientacji przeprowadzono 2 ys symulacje.
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V. WYNIKI I WNIOSKI

V. 1. Badania oddziatywania antybiotyk — sterol

1. 1. Umbrella Sampling

Na podstawie przeprowadzonych 1 pys symulacji z zastosowaniem metody US
uzyskano profile energii swobodnej dla 3 analizowanych czgsteczek w wersji
natywnej oraz zizomeryzowanej w s$rodowisku btonowym zawierajgcym

cholesterol lub ergosterol, rys. V.1.1.

Chol Erg
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apud

AG [kcal/mol]
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Rys. V. 1.1. Przebiegi profili energii swobodnej dla kandycydyny D w wersji natywnej i zizomeryzowanej

w btonach lipidowych zawierajgcych cholesterol (po lewej) i ergosterol (po prawej).

W przypadku uktaddéw zawierajgcych czgsteczke kandycydyny D w przebiegach
profili energii swobodnej dotyczgcych odziatywania antybiotyk — sterol nie mozna
wskazaé znaczacych roznic. Co ciekawe, zaréwno dla antybiotykow w formie
natywnej, jak i zizomeryzowanej uzyskiwane ksztaity krzywych sg do siebie
zblizone. Biorgc po uwage rodzaj sterolu (Chol vs. Erg) z jakim oddziatuje
czgsteczka antybiotyku mozna zauwazy¢, ze w przypadku interakciji
z ergosterolem mozliwe jest wyrdznienie dwoch miniméw energetycznych (przy
wspétrzednej reakcji okoto 5 A i 8 A), natomiast w wersji z cholesterolem jest to

tylko jedno minimum, okoto 8 A.
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Rys. V. 1.2. Przebiegi profili energii swobodnej dla partrycyny A w wersji natywnej i zizomeryzowanej

w bfonach lipidowych zawierajacych cholesterol (po lewej) i ergosterol (po prawej).
Profile energii swobodnej uzyskane na podstawie symulacji dynamiki
molekularnej przeprowadzonych dla ukladow zawierajgcych partrycyne A
wskazujg na wystepowanie zauwazalnych réznic w ich przebiegach, rys V.1.2.
Dla natywnej partrycyny A (cis-trans) zaobserwowaé mozna wystepowanie
gtéwnego minimum energetycznego przy okoto 8 A, przy czym w przypadku
oddziatywania z czgsteczkg cholesterolu jest ono o ok. 2 kcal/mol gtebsze
w poréwnaniu do ergosterolu. Konwersja chromoforu partrycyny A do formy all-
trans prowadzi do pojawienia sie globalnego minimum energetycznego przy ok.
5 A. Minima te sg na zblizonym poziomie energetycznym dla obu steroli (ok. 3,5
kcal/mol). Dla uktadu zawierajgcego cholesterol zaobserwowaé mozna jeszcze
dwa plytkie minima przy ok. 8,5 i 10,5 A. W przypadku blony zawierajacej
ergosterol widoczne jest réwniez dodatkowe, oddzielone niewielkg bariera,
minimum przy ok 8 A. Jego potozenie jest analogiczne jak dla natywnej formy
antybiotyku.
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Rys. V. 1.3. Przebiegi profili energii swobodnej dla partrycyny B w wersji natywnej i zizomeryzowanej
w bfonach lipidowych zawierajacych cholesterol (po lewej) i ergosterol (po prawej).
Podobnie jak w przypadku partrycyny A, rowniez dla partrycyny B profile energii
swobodnej otrzymane dla czgsteczek o wyprostowanym chromoforze odbiegajg
od tych uzyskanych dla antybiotyku w formie niezizomeryzowanej, rys V.1.3.
Wynikowe profile oddziatywania natywnej partrycyny B zaréwno z cholesterolem,
jak i z ergosterolem wykazujg minimum energetyczne przy 8 A, przy czym dla
uktadu zawierajgcego ergosterol jest ono o okoto 2 kcal/mol gtebsze. Dla wersji
antybiotyku z wyprostowanym chromoforem, podobnie jak w przypadku
partrycyny A, rdéwniez zaobserwowano wystgpienie gtdbwnego minimum
energetycznego przy ok. 5 A oraz dodatkowego, plytszego minimum dla
odlegtosci ok. 8 A. Nowe minimum wystepujace dla uktadu z cholesterolem jest
szersze i nieco gtebsze (o ok. 1 kcal/mol) w stosunku do minimum dla uktadu

z ergosterolem.

Analizujgc zbiorczo otrzymane profile mozna stwierdzi¢, iz zmiana geometrii
chromoforu w wyniku jego fotoizomeryzacji prowadzi do zmiany w oddziatywaniu
antybiotyk — sterol dla wiekszosci badanych aromatycznych makrolidow. Ptytkie
minima lokalne pojawiajgce sie¢ w zakresie 5-6 A dla niektérych antybiotykéw
w wersji natywnej, stajg sie minimami globalnymi dla wszystkich badanych
antybiotykdw w formie izomeréw all-trans. Wynik ten oznacza, iz w przypadku

czgsteczek o wyprostowanym chromoforze mozliwe jest blizsze podejscie sterolu
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prowadzgce do tworzenia bardziej Scistego kompleksu. Zmiana w sposobie
oddziatywania z wybranym sterolem (Chol vs. Erg) najstabiej widoczna jest dla
kandycydyny D, a najlepiej dla partrycyny A. Niemniej jednak obserwowane
roznice w energiach sg na poziomie kilku kcal/mol, co nie moze by¢ podstawg do
wyjasnienia odnotowanych rdznic w aktywnosci przeciwgrzybowej oraz

hemolitycznej tej grupy zwigzkow.

Na podstawie przeprowadzonych symulacji i w oparciu o uzyskane profile energii
swobodnej wyznaczono struktury reprezentatywne odpowiadajgce minimom
energetycznym z zakreséw 5-6 A oraz 7-8 A (Dodatek A). Uzyskane struktury
reprezentatywne $wiadczg o tym, ze minima wystepujgce przy wiekszych
odlegtosciach odpowiadajg odziatywaniu sterolu ,od zewnatrz” poprzez fragment
polienowy antybiotyku, natomiast dla blizszych miniméw sterol lokuje sie
w ptaszczyznie pierscienia makrolidowego pomiedzy fragmentem polienowym
i poliolowym pierscienia makrolidowego, tak jak jest to widoczne na przyktadzie
uktadu zawierajgcego partrycyne A z ergosterolem na rysunku V.1.4 ponizej.

Rys. V. 1.4 Strukiury reprezentatywne dla minimow energetycznych odpowiadajgcych zakresom odlegtosci
5-6 A (po lewej) i 7-8 A (po prawej) dla uktadu zawierajgcego partrycyne A z ergosterolem.
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Zaktadajac, iz nie samo odziatywanie ze sterolem, ale réwniez orientacja
antybiotyku wzgledem btony moze mie¢ wptyw na aktywnos$c tej grupy zwigzkéw
wobec patogendéw grzybowych, przeanalizowano rozktad odchylen (a) gtéwnej
osi pierscienia makrolidowego wyznaczonej wzgledem wigzan Cz2-Co23 i C2e-Co7
fragmentu heptaenowego antybiotyku od osi Z, prostopaditej do biwarstwy

lipidowej, w czasie, rys V.1.5.
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Rys. V. 1.5. Rozktady gestosci prawdopodobienstwa odchylenia kata gtéwnej osi antybiotyku wzgledem osi
biwarstwy lipidowej (osi Z) dla kandycydyny D, partrycyny A i partrycyny B oraz ich izomeréw all-trans
w odniesieniu do amfoterycyny B w btonach zawierajgcych cholesterol (lewy panel) lub ergosterol (prawy
panel).
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Rozktady odniesiono do wynikéw otrzymanych dla amfoterycyny B [56] Jak byto
to wczesniej wykazywane, w przypadku amfoterycyny B nie obserwuje sie
znaczacych rdznic w odchyleniu w bfonie w zaleznosci od zawartego w niej
sterolu [81]. Podobne obserwacje mozna poczyni¢ dla aromatycznych
heptaendéw. Biorgc pod uwage otrzymane rozktady, mozna jedynie stwierdzi¢, iz
natywne aromatyczne heptaeny w btonach zawierajgcych cholesterol sg utozone
bardziej pionowo, w poréwnaniu do uktadéw z ergosterolem. Natomiast po
izomeryzacji pionizacja antybiotyku w btonie z ergosterolem wzrasta. Niestety,
podobnie jak w przypadku uzyskanych przebiegow profili energii swobodnej dla
symulacji US, réwniez w tym przypadku zaobserwowane réznice sg na tyle
niewielkie, iz wnioski stawiane na ich podstawie nalezy przyjmowac z pewnag

dozg ostroznosci.
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1. 2. Metadynamika

W celu dokfadniejszego okreslenia interakcji miedzy czgsteczkg antybiotyku
i wybranym sterolem w dwuwarstwie lipidowej przeprowadzono symulacje

dynamiki molekularnej z zastosowaniem dwuwymiarowej metadynamiki.

Rys. V. 1.6. Schematyczne przedstawienie metody tworzenia wynikowych map energii swobodnej dla
analizowanych ukfadow.

Na ich podstawie sporzadzono mapy powierzchni energii swobodnej
w zaleznosci od odlegtosci (§) centrow mas antybiotyku i sledzonego wariantu
sterolu, a takze wartosci kata (0) utozenia tego sterolu wzgledem antybiotyku. Na
rysunku V.1.6 przedstawiono schematycznie sposéb ich tworzenia. Biorgc pod
uwage czgsteczke antybiotyku, otrzymywane mapy mozna podzieli¢ na cztery
regiony: pierwszy, przy fragmencie polienowym (kolor zétty), dwa obszary, gdy
sterol umiejscawia sie pomiedzy fragmentem polienowym i poliolowym (kolor
pomaranczowy) oraz ostatni, czwarty obszar, gdy sterol znajduje sie w poblizu
fragmentu poliolowego antybiotyku (kolor czerwony).
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Rys. V. 1.7 Mapy powierzchni energii swobodnej dla kandycydyny D.

Uzyskane mapy energii swobodnej dla kandycydyny D przedstawiono na rysunku
V.1.7. W rejonie fragmentu polienowego, dla odlegtosci ok. 8 A, odnotowano kilka
miniméw energetycznych dla wszystkich 4 wersji uktadéw symulacyjnych,
jednakze sg one stosunkowo ptytkie. Nieco gtebsze minima pojawiajg sie
w obszarach odpowiadajgcych lokowaniu sie sterolu pomiedzy fragmentem
polienowym i poliolowym antybiotyku. Sg one szczegélnie zauwazalne dla
antybiotykbw w formie natywnej. Dla kandycydyny D zanurzonej w bfonie
zawierajgcej ergosterol w tym obszarze wystepuje dosé szerokie minimum
obejmujace zakres odlegtosci od 8 do 11 A, natomiast dla btony zawierajacej
cholesterol pojawiajg sie dwa dodatkowe, lecz rowniez szerokie minima po
przeciwnej stronie antybiotyku. W przypadku zwigzkéw w wersiji all-trans rowniez
pojawiajg sie minima w tych dwdch regionach. Dla ukfadu iso-CndD/Chol
najgtebsze w tym zakresie minimum pojawia sie przy ok. 10 A, z kolei dla iso-
CndD/Erg jest to odlegtos¢ 6 A oraz szerokie minimum przy ok. 10 A po drugie;j

stronie czgsteczki. W obszarze w poblizu fragmentu poliolowego dla uktadu
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CndD/Chol widoczne jest szerokie i gtebokie minimum przy odlegtosci ok. 11 A.
Dla btony ergosterolowej pojawia sie jedno bliskie minimum przy ok 5 A oraz dwa
rozmyte minima przy 8 i 10 A. Dla antybiotykéw w wersji all-trans widoczne sg
dwa minima w zakresie 6-8 A, ktdre w przypadku btony ergosterolowej sa
zdecydowanie gtebsze, ale i szersze w poréwnaniu z kompleksem iso-
CndD/Chol.

Biorac pod uwage wptyw zmiany geometrii chromoforu na preferowang orientacje
antybiotyk/sterol mozna stwierdzi¢, iz wyprostowanie fragmentu polienowego
czgsteczki makrolidu prowadzi do lepszego zdefiniowania korzystnych
konformacji kompleksow z obydwiema wersjami steroli, przy czym dla
ergosterolu jest to oddziatywanie silniejsze.
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Rys. V. 1.8 Mapy powierzchni energii swobodnej dla partrycyny A.

Mapy energii swobodnej sporzgdzone dla partrycyny A zaprezentowano na rys.
V.1.8. W przypadku natywnej partrycyny A oddziatujgcej z cholesterolem brak
jest specyficznosci. Minima energetyczne pojawiajg sie zaréwno dla obszaru
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polienowego (ptytsze minima), jak i dla orientacji pomiedzy fragmentami
polienowym i poliolowym z obu stron czgsteczki (gtebsze minima). Dla kompleksu
ParA/Erg pojawiajace sie gtdwne minima energetyczne sg gtebokie, ale rowniez
dos¢ rozmyte. Wystepujg gtéwnie dla obszaru w poblizu fragmentu poliolowego,
ale pojawia sie réwniez jedno minimum odpowiadajgce zakresowi pomiedzy
charakterystycznymi fragmentami makrolaktonu przy granicy z czes$cig
poliolowag. Podobne minima w tym obszarze mozna réwniez zaobserwowac dla

antybiotykow w wersiji all-trans, przy czym dla kompleksu z ergosterolem sg one
zdecydowanie wezsze.

Uwzgledniajgc zalezno$¢ pomiedzy geometrig chromoforu a iloscig
i charakterem preferowanych utozen antybiotyk/sterol, podobnie jak w przypadku
kandycydyny D, rowniez dla partrycyny A mozna stwierdzi¢, iz izomeryzacja
pierscienia makrolidowego prowadzi do ujednolicenia oddziatywania z obiema
wersjami sterolu.

Chol

120°

_ 60°

iso-ParB
D
» -
@
5
2
2

[low/1ex] oV

4 6 8 10)[ NP , 4 6 8 10 I

-18

0 [°] 6 [°]

Rys. V. 1.9 Mapy powierzchni energii swobodnej dla partrycyny B.
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Mapy energii swobodnej otrzymane na podstawie przeprowadzonych symulacji
2D-metadynamiki dla partrycyny B przedstawiono na rys. V.1.9. Na powierzchni
energii swobodnej uzyskanej dla antybiotyku o geometrii chromoforu cis-trans
zanurzonego w btonie zawierajgcej cholesterol mozna zauwazyé gtowne,
szerokie minimum przy odlegiosci ok. 8 A dla obszaru w poblizu fragmentu
polienowego. Podobne — lecz nieco ptytsze — minima pojawiajg sie réwniez na
mapach dla pozostatych wersji symulowanych uktadéw. Mapa uzyskana dla
natywnej partrycyny B w btonie ergosterolowej wskazuje na wystepowanie dwéch
gtéwnych utozen antybiotyk/sterol odpowiadajgcych gtebokim minimom
w obszarze heptaenowym oraz przy granicy z obszarem poliolowym.
Analogiczne, lecz nieco ptytsze minima pojawiajg sie dla kompleksu iso-
ParB/Erg. W przypadku all-trans partrycyny B oddziatujgcej z cholesterolem
zakres wystepowania miniméw obejmuje obszar pomiedzy fragmentem
polienowym i poliolowym (wartosci katow 60 — 120°) oraz poliolowym. Minima sg
dos¢ szerokie (odlegtosci od 6 do ponad 12 A).

Analizujgc uzyskane mapy powierzchni energii swobodnej, majac na uwadze
efekt wyprostowania fragmentu heptaenowego makrolidu na geometrie
powstajgcego kompleksu AH/sterol, w przypadku partrycyny B mozna odnotowac
niewielkie ostabienie oddziatywania z ergosterolem oraz znaczgcg zmiane

w charakterze jej oddziatywania z cholesterolem.

Podobnie jak dla symulacji przeprowadzonych z zastosowaniem metody
Umbrella Sampling, réwniez w przypadku symulacji metadynamiki, wyznaczono
struktury reprezentatywne. W oparciu o uzyskane mapy energii swobodnej,
wykorzystujac analize klastrowg wytoniono klatki odpowiadajgce konfiguracjom
kompleksu dla ktérych wystgpity minima energetyczne. Numeracja
prezentowanych struktur (dodatek B, str. 93) jest zgodna z numerami
przypisanymi minimom na mapach przedstawionych w dodatkach B.1-B.3 (str.
90-92), natomiast ich przypisanie do wyréznionych regionéw wokét czgsteczki
antybiotyku zestawiono w tabelach B.1-B.3 (str. 90-92).
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Rys. V. 1.10. Przyktadowe struktury reprezentatywne dla réznych orientacji sterolu wzgledem antybiotyku
uzyskane na podstawie symulacji 2D-MTD: A) rownolegle do ptaszczyzny pierscienia (60-120°), B) w
poblizu fragmentu polienowego, C) réwnolegle do ptaszczyzny pierscienia (240-300°), D) w poblizu
fragmentu poliolowego.
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Uwzgledniajgc najblizsze otoczenie antybiotyku, mozna stwierdzi¢, ze lokowanie
sie sterolu réwnolegle do ptaszczyzny pierscienia makrolidowego w zakresie 60-
120° zaobserwowaé mozna dla wszystkich uktadéw zawierajgcych partrycyne A
oraz tylko dla partrycyny B w wersji natywnej i zizomeryzowanej zanurzone;j
w btonie zawierajgcej ergosterol. Wyrazne minima odpowiadajgce oddziatywaniu
sterolu z fragmentem polienowym antybiotyku pojawiajg sie dla uktadéw
ParA/Chol, ParA/Erg oraz iso-ParA/Erg a takze dla ParB/Chol oraz ParB/Erg.
Wystepowanie sterolu w zakresie 240-300° odnotowa¢ mozna dla CndD/Chol
oraz CndD/Erg, a takze dla wszystkich wersji dla partrycyny A. Orientacje dla
ktérych czgsteczka sterolu znajduje sie w poblizu fragmentu poliolowego
pojawiajg sie w przypadku kandycydyny D dla ukfadu iso-CndD/Erg, dla
partrycyny A dla wszystkich z wyjagtkiem ParA/Chol, natomiast dla partrycyny B
brak jest silnych oddziatywan w tym regionie.
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V. 2. Analiza zachowania sie tancucha bocznego

aromatycznych makrolidéw polienowych

Chcac uchwyci¢ zachowanie sie fancucha bocznego w bionie lipidowej, na
podstawie przeprowadzonych symulacji dynamiki molekularnej wyznaczono
histogramy rozktadu kata (¢) pomiedzy aromatycznym tancuchem bocznym
a pierscieniem makrolidowym antybiotyku, zdefiniowanego przez atom azotu
p-aminoacetofenonu, atom Css weglowego tgcznika oraz atom Cz22 makrolaktonu.

Definicje takg przyjeto dla wszystkich badanych uktadow.
2. 1. Utozenie tancucha bocznego

W oparciu o otrzymane wyniki, przeprowadzono analize klastrowg majacg na
celu wytonienie struktur odpowiadajgcych poszczegélnym wartosciom kata. Na
jej podstawie mozna stwierdzié, ze wystepujg trzy utozenia tahcucha: A)
wyprostowany (¢ ok. 180°), B) utozony prostopadle do pierscienia makrolaktonu
(¢ ok. 90°), oraz C) catkowicie zawiniety (¢ ok. 0°), rys V.2.1.

Rys. V. 2.1. Struktury reprezentatywne dla poszczegolnych utozen tancucha bocznego: A) wyprostowany,
B) podgiety prostopadle do osi antybiotyku, C) catkowicie zawiniety.
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Rys. V. 2.2. Histogram rozktadu odlegtosci aromatycznego tancucha bocznego od makrolaktonu dla

W przypadku kandycydyny D (rys V.2.2) zdecydowanie przewaza jedno utozenie
reszty alkilo-aromatycznej dla wszystkich z analizowanych symulacji — jest to
struktura z wyprostowanym ogonem. Dotyczy to szczegdlnie symulacji dla uktadu
kandycydyny D w formie cis-trans w btonie z ergosterolem. W pozostatych
przypadkach mozna wyr6zni¢ rowniez niewielki udziat struktur z podgietym lub

kandycydyny D.

catkowicie zawinietym fragmentem aromatycznym.
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Rys. V. 2.3. Histogramy rozktadu odlegtosci aromatycznego tancucha bocznego od makrolaktonu dla
partrycyny A.

Rozktady uzyskane dla uktaddéw zawierajgcych partrycyne A (rys V.2.3)
charakteryzuja sie wiekszym, w poréwnaniu do kandycydyny D, zr6znicowaniem
utozenia tancucha aromatycznego. Dla antybiotyku w formie natywnej udziaty
poszczegollnych form sg zblizone dla btony cholesterolowej i ergosterolowe;.
W przypadku partrycyny A o geometrii chromoforu all-trans, histogram otrzymany
dla uktadu z ergosterolem jest zblizony do tego otrzymanego dla formy natywnej,
natomiast wersja z cholesterolem wskazuje na wystepowanie dwéch konformaciji
(wyprostowanej i prostopadtej) ze zblizong czestotliwoscig w czasie trwania

symulacji.
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Rys. V. 2.4. Histogramy rozktadu odlegtosci aromatycznego tancucha bocznego od makrolaktonu dla
partrycyny B.

W przypadku partrycyny B (rys V.2.4) widoczne jest najwieksze zr6znicowanie
w uzyskiwanych histogramach sposréd wszystkich analizowanych uktadéw. Dla
natywnej partrycyny B zanurzonej w btonie z ergosterolem w trakcie symulacji
przewaza struktura antybiotyku z wyprostowanym tancuchem bocznym, pojawia
sie rowniez niewielka reprezentacja struktur z catkowicie zawinietym fragmentem
aromatycznym. Natomiast dla btony cholesterolowej sg to przede wszystkim
struktura z wyprostowanym oraz podgietym ogonem (na zblizonym poziomie).
Dla partrycyny B w formie all-trans zarbwno w bionie z cholesterolem, jak
i ergosterolem obserwuje sie najwiekszg ro6znorodnos¢ pod wzgledem
wystepujgcych konformacji tancucha bocznego w czasie prowadzonych obliczen,
z delikatng przewagg struktur z wyprostowanym fancuchem bocznym w obu
wersjach biwarstwy.
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Biorac pod uwage wszystkie uzyskane rozktady dla badanych antybiotykdw,
mozna zaobserwowaé, ze dla kandycydyny D brak jest znaczacych réznic
pomiedzy wszystkimi wersjami uktadéw. Dla antybiotykéw wchodzacych w skiad
kompleksu Partrycyny, przede wszystkim dla partrycyny B widoczny jest wptyw
zmiany geometrii chromoforu na czestos¢ wystgpien aromatycznego tancucha
bocznego w danym utozeniu w trakcie symulacji. Moze to wynikac¢ z wiekszego
usztywnienia fragmentu makrolidowego antybiotyku w wersji all-trans
i kompensacjg naprezen wewnatrzczasteczkowych w postaci wiekszej

ruchomosci tancucha bocznego.

2. 2. Zanurzenie fancucha bocznego w btonie lipidowej

w trakcie symulacii

Ponadto, przeanalizowano zanurzenie fancucha bocznego w dolnym listku
biwarstwy lipidowej w trakcie symulacji dla wszystkich badanych uktaddw.
W tabeli V.2.1 zestawiono procent czasu symulacji, w jakim mozliwe jest
oddziatywanie tancucha bocznego z lipidami zawartymi w dolnej warstwie btony

dla wszystkich dwunastu analizowanych uktadéw.

Tabela V. 2.1. Czas zanurzenia aromatycznego fancucha bocznego w drugim listku biwarstwy lipidowej
w trakcie symulacji wyrazony w procentach dla wszystkich badanych uktaddw.

all-trans cis-trans
Chol Erg Chol Erg
CndD 52.83 % 64.23 % 46.45 % 58.59 %
ParA 16.15 % 48.97 % 49.68 % 73.18 %
ParB 24.08 % 20.92 % 46.90 % 48.13 %

Podobnie jak w wyniku poprzednich analiz, réwniez w tym przypadku
zaobserwowa¢ mozna podobne zaleznosci. Dla uktadu zawierajgcego
kandycydyne D nie zaobserwowano znaczacych réznic - ani pod wzgledem
geometrii chromoforu antybiotyku, ani wersji sterolu zanurzonego w btonie. Dla
kompleksu Partrycyny widoczne jest zréznicowanie z uwagi na konformacje

fragmentu polienowego antybiotyku (ParA i B), a takze typu sterolu (ParA).

Przeanalizowano réwniez zaleznos$¢ odlegtosci (Z) srodkow mas wyznaczanych
przez atomy wegla aromatycznego pierscienia tancucha bocznego oraz atoméw

fosforu fosfolipidow z drugiego listka biwarstwy od orientacji kompleksu
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binarnego antybiotyk sterol w trakcie symulacji. Wyniki zestawiono z danymi
otrzymanymi dla symulacji 2D-metadyniamiki i przedstawiono ponizej na
rysunkach V.2.5-7. Odlegtosci ponizej 26 A odpowiadajg sytuaciji, gdy tancuch
boczny znajduje sie na granicy dwéch warstw, natomiast ponizej 22 A, gdy
oddziatuje z fosfolipidami dolnej warstwy btony (ftancuch boczny jest

wyprostowany).

iso-CndD

[ylz

CndD

6 [°]

Rys. V. 2.5. Zaleznos$¢ odlegtosci tancucha bocznego od fosforow dolnego listka biwarstwy lipidowej od
orientacji kompleksu binarnego z naniesionymi minimami energetycznymi uzyskanymi na podstawie
2D-MTD dla kandycydyny D.

Otrzymane mapy zanurzenia tancucha bocznego dla kandycydyny D wskazuija,
ze dla antybiotyku w wersji natywnej mozna zauwazyC nieznaczng roznice
pomiedzy analizowanymi wersjami bton lipidowych. Uktad zawierajgcy czasteczki
cholesterolu wskazuje na rzadsze wystepowanie antybiotyku w konformacji
pozwalajgcej na oddziatywanie ze sktadnikami dolnej warstwy lokujac sie gtéwnie
na granicy dwéch warstw. Dla kandycydyny D w formie all-trans dla obu
wariantéw btony zaleznosc¢ ta jest na zblizonym poziomie. W przypadku bton

zawierajgcych cholesterol dla obu geometrii chromoforu mozna zauwazyé
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podginanie sie fancucha bocznego podczas bliskiego (odlegtos¢é pomiedzy
centrami mas <6 A) lokowania sie sterolu w poblizu fragmentu polienowego (8
= 0°). W przypadku miniméw energetycznych odnotowanych we wszystkich
wersjach badanych uktadéw zauwazy¢ mozna, iz dla kandycydyny D
odpowiadajg one utozeniom antybiotyku, gdy tancuch boczny jest zanurzony w
drugim listku biwarstwy bgdz w mniejszym stopniu lokuje sie na granicy dwoch

warstw.
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Rys. V. 2.6. Zalezno$¢ odlegtosci tancucha bocznego od fosforéw dolnego listka biwarstwy lipidowej od
orientacji kompleksu binarnego z naniesionymi minimami energetycznymi uzyskanymi na podstawie
2D-MTD dla partrycyny A.

Wyniki uzyskane dla partrycyny A wskazujg na najwieksze zroznicowanie wsrod
czterech analizowanych uktadéw. Dla natywnej partrycyny A zanurzonej w bfonie
z ergosterolem tancuch boczny przewaznie znajduje sie w drugim listku
biwarstwy lipidowej. W przypadku kompleksu ParA/Chol oddziatywanie z dolng
warstwg btony lipidowej rowniez wystepuije, jednak jest to lokowanie sie gtdéwnie
na granicy dwoch warstw. Ponadto, pojawiajg sie rowniez regiony, w ktorych
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tancuch boczny znajduje sie w catosci w gérnym listku biwarstwy. Dla uktadu izo-
partrycyna A — ergosterol otrzymany obraz jest zblizony do tego dla antybiotyku
w formie natywnej. Aromatyczny tancuch boczny w wiekszosci orientacji znajduje
sie w drugim listku biwarstwy, natomiast wystepujg réwniez obszary, gdzie
antybiotyk w catosci znajduje sie w gornej warstwie btony. Uktad iso-ParA/Chol
najbardziej odbiega od pozostatych wynikow dla tego antybiotyku. Przewaza
lokowanie sie antybiotyku w catosci w gérnym listku lub pomiedzy gorng i doing
warstwg. Odniesienie uzyskanych wynikbw do miniméw energetycznych
wytypowanych na podstawie map energii swobodnej dla partrycyny
A potwierdzajg zaleznos¢ odnotowang dla kandycydyny D. Obszary miniméw
energetycznych odpowiadajg lokowaniu aromatycznego tancucha bocznego
w dolnym listku lub na granicy pomiedzy warstwami btony lipidowe;.
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Rys. V. 2.7. Zaleznos¢ odlegtosci tancucha bocznego od fosforow dolnego listka biwarstwy lipidowej od
orientacji kompleksu binarnego z naniesionymi minimami energetycznymi uzyskanymi na podstawie
2D-MTD dla partrycyny B.
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Analizujgc mapy zanurzenia uzyskane dla partrycyny B widoczna jest r6znica
pomiedzy wynikami uzyskanymi dla antybiotyku w wersji natywnej i po
izomeryzacji. Dla czgsteczek o geometrii chromoforu cis-trans widoczne jest
czestsze wystepowanie tancucha bocznego w drugim listku w poréwnaniu do
formy all-trans, zarobwno dla btony zawierajgcej cholesterol jak i ergosterol.
W przypadku izo-partrycyny A aromatyczny ogon antybiotyku lokuje sie w poblizu
drugiego listka biwarstwy (na granicy dwéch warstw lub bezposrednio w dolnej
warstwie) gtownie dla orientacji odpowiadajgcych minimom energetycznym

wyznaczonym na podstawie symulacji 2D-MTD.

Zestawiajgc ze sobg wyniki uzyskane dla wszystkich 12 uktadéw mozna
stwierdzi¢, ze zauwazalne rbéznice w poziomie zanurzenia aromatycznego
tancucha bocznego w drugim listku biwarstwy lipidowej wystepujg w przypadku
Partrycyny, natomiast w przypadku kandycydyny D nie mozna wskazac
znaczgcych rbéznic ani pomiedzy wersjami antybiotyku, ani sterolami

znajdujgcymi sie w srodowisku btony.

Warto zwr6ci¢ uwage, iz istnieje zalezno$¢ pomiedzy wystgpieniem minimum
energetycznego, a lokalizacjg aromatycznego tancucha bocznego w poblizu
drugiego listka btony lipidowej.

Otrzymane wyniki mogg wskazywaé na wykorzystywanie przez aromatyczne
makrolidy heptaenowe w s$rodowisku btony lipidowej tancucha bocznego
w charakterze ,kotwicy” utatwiajgcej interakcje antybiotyku ze sktadnikami

biwarstwy.
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VI. DYSKUSJA

Prezentowane wyniki dotyczg badah wptywu zmiany geometrii chromoforu
aromatycznych makrolidéw heptaenowych (AH) na oddziatywanie ze sterolami
zawartymi w btonie lipidowej. Warto nadmieni¢, iz sg to pierwsze badania
prowadzone z zastosowaniem najnowszych metod modelowania molekularnego
dla tej podgrupy antybiotykoéw i ich nowo otrzymanych izomeréw all-trans.
Przeprowadzone eksperymenty obliczeniowe miaty na celu weryfikacje hipotezy
0 zmianie sposobu oddziatywania antybiotyk-sterol w btonie lipidowej w wyniku
fotochemicznej izomeryzacji chromoforu czgsteczki makrolidu, prowadzacej do
uzyskania struktury o geometrii chromoforu identycznej z amfoterycyng B.
Prowadzone symulacje uwzgledniaty oddziatywanie pojedynczej czasteczki
antybiotyku z wybranym sterolem zanurzonych w btonie lipidowej. W trakcie
badan nad tg grupa zwigzkéw wykorzystano dwie metody polepszenia

oszacowania energii swobodnej: 1D-Umbrella Sampling oraz 2D-metadynamike.

VI. 1. 1D-Umbrella Sampling

Na podstawie wynikdéw otrzymanych z symulacji z zastosowaniem 1D-US mozna
stwierdzi¢, iz wyprostowanie chromoforu czgsteczki makrolidu wptywa na
oddziatywanie antybiotyk-sterol, w wiekszosci przypadkdéw umozliwiajgc blizsze
podejscie sterolu do czagsteczki makrolidu i prowadzgc do powstawania bardziej
Scistego kompleksu, co jest szczegdlnie widoczne dla partrycyny A oraz
partrycyny B. Otrzymane profile energii swobodnej dla wszystkich 12
analizowanych uktadéw zestawiono z wynikami symulacji dla amfoterycyny B
przeprowadzonych w identycznych warunkach [56], rys. VI.1.1.
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Rys. VI. 1.1. Zestawienie przebiegow profili energetycznych dla kandycydyny D, partrycyny A, partrycyny B i
ich izomeréw all-trans w odniesieniu do amfoterycyny B dla uktadéw zawierajgcych cholesterol i ergosterol.

Na jego podstawie mozna stwierdzi¢, ze uzyskiwane przebiegi profili energii
swobodnej dla izomeréw all-frans AH s3a zblizone do profilu dla kompleksu
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AmB/Erg (obserwowane we wszystkich przypadkach minimum energetyczne
pojawiajace sie przy ok. 6 A). Niestety brak jest rozréznienia pod wzgledem typu
sterolu z jakim czgsteczka wchodzi w interakcje.

Poréwnujgc relacje AmB/sterol i natywny AH/sterol na podstawie symulacji 1D-
US mozna stwierdzi¢, iz energetyczny opis tych oddziatywan mégtby —
przynajmniej czesciowo — stanowi¢ wyjasnienie molekularnych podstaw
selektywnej toksycznosci tych czasteczek. Profile energii swobodnej AmB/Chol
i AmB/Erg rdznig sie znaczaco miedzy sobg, co znajduje odzwierciedlenie
w obserwowanej aktywnosci hemolitycznej oraz przeciwgrzybowe;.
Jednoczesnie, przebiegi profili energii swobodnej oddziatywania natywnych
AH z cholesterolem i z ergosterolem sg na zblizonym poziomie, co mozna bytoby
uznac¢ za molekularng podstawe niskiej selektywnej toksycznosci AH. Hipoteze
te poddajg jednak w watpliwos¢ wyniki otrzymane dla oddziatywania izoform AH
z Chol oraz Erg. All-trans AH w dalszym ciggu oddziatujg podobnie z obydwiema
wersjami steroli. Z drugiej strony, wstepne badania biologiczne pokazaty, iz
wyprostowanie chromoforu radykalnie poprawia selektywng toksycznosc tej
grupy zwigzkéw (przy jednoczesnym, niewielkim obnizeniu aktywnosci
przeciwgrzybowej) [56]. Sytuacja ta moze wskazywag, iz oddziatywanie sterolu
z czgsteczkg antybiotyku od strony polienowej nie stanowi podstawy selektywnej
toksycznosci tej grupy zwigzkéw na poziomie molekularnym lub tez mechanizm
asocjacji polienédw z podgrupy aromatycznych heptaenédw do formy

funkcjonalnych kanatéw jest inny, nizli dla amfoterycyny B.

VI. 2. 2D-Metadynamika

Aby podjg¢ probe rozstrzygniecia tego zagadnienia, nalezy na wstepie zadac
pytanie, czy binarny kompleks antybiotyk/sterol, w ktérym Chol/Erg znajduje sie
po stronie polienowej, stanowi optymalng geometrie oddziatywan dla obydwu

wersji analizowanych czgsteczek.

W celu oszacowania preferowanej orientacji steroli wzgledem czgsteczek
antybiotykdw, a takze uchwycenia zachowania sie aromatycznego fancucha

bocznego przeprowadzono symulacje 2D-metadynamiki, w trakcie ktorej
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uwzgledniono nie tylko odlegtosé, ale réwniez kat utozenia sterolu wzgledem

makrolidu.

Obserwujac ilos¢ miniméw na mapach energii swobodnej oraz ich gtebokos¢ dla
wszystkich dwunastu uktadéw, mozna stwierdzi¢, iz najstabsze pod wzgledem
energetycznym oraz najgorzej zdefiniowane pod wzgledem geometrycznym sg
oddziatywania kandycydyny D ze sterolami, zas wyprostowanie chromoforu
niewiele w tej kwestii zmienia, przynajmniej w przypadku oddziatywan $cistych
(ponizej ok. 8 A). Ponadto, nie da sie zaobserwowaé fundamentalnych réznic
w oddziatywaniu natywnej CndD z cholesterolem i ergosterolem, za$ efekty
fotoizomeryzacji antybiotyku sprowadzajg sie do pogtebiania lub sptycania
minimdw wczesniej istniejgcych dla geometrii cis-trans. Podobne wnioski mozna
wysnuc¢ dla partrycyny B oraz jej pochodnej all-trans, z tg r6znica, iz obie wersje
ParB chetniej oddziatujg Scisle ze sterolami, tj. gtebsze minima pojawiajg sie dla
mniejszych dystanséw antybiotyk-sterol. Wreszcie, prawidtowosciom wyzej
opisanym zupetnie nie podlegajg partrycyna A oraz izo-partrycyna A.
W przypadku tych czterech uktadéw obserwuje sie wiecej, szerszych oraz
gtebszych miniméw energetycznych dla wersji natywnej, zas fotoizomeryzacja
chromoforu partrycyny A wiasciwie odwraca geometrie oddziatywan
antybiotyk/cholesterol. Chocby z tego wzgledu, partrycyna A oraz jej izoforma
jawig sie jako czgsteczki najciekawsze pod wzgledem tworzenia komplekséw

binarnych ze sterolami w srodowisku biwarstwy lipidowe;j.

Uzyskane wyniki okazaty sie do$¢ zaskakujgce. Z przeprowadzonych symulaciji
wynika, iz optymalng orientacjg AH/sterol dla tej podgrupy poliendw jest taka, gdy
czgsteczka cholesterolu lub ergosterolu znajduje sie w poblizu fragmentu
poliolowego lub w szczelinie pomiedzy czescig poliolowg i polienowa pierscienia
makrolidowego. Minima energetyczne w regionie polienowym pojawiajg sie dla
niektérych uktadéw, jednak nie sg to utozenia najbardziej preferowane. Dane te
wskazuja na odmienng w stosunku do powszechnie przyjmowanego
paradygmatu dla AmB orientacje kompleksu, postulujgcego, iz w sterol w trakcie
oddziatywanie z czgsteczkg polienu lokuje sie w poblizu fragmentu

heptaenowego pierscienia makrolidowego.
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W przypadku amfoterycyny B, dla utworzenia funkcjonalnego kanatu konieczne
jest oddziatywanie wigkszej ilosci (4—12) czgsteczek antybiotyku [31]. Mozliwe
jest, ze w przypadku tej podgrupy makrolidow polienowych minima energetyczne
obserwowane dla utozenia sterolu w ptaszczyznie pierscienia makrolidowego
odpowiadajg etapowi posredniemu tworzenia transbtonowych  struktur
kanatowych. Preferencja tej wtadnie orientacji moze by¢ zwigzana
z przygotowywaniem kompleksu binarnego do multimeryzacji w struktury
wyzszego rzedu, ktére nastepnie pozwolg na powstanie petnego kanatu
jonowego w btonie lipidowej, ktéry zawierat bedzie cylindrycznie roztozone
czgsteczki antybiotyku. Hipotetycznie, pomiedzy molekutami AH moga

znajdowac sie czgsteczki sterolu stabilizujgce te strukture.

VI. 3. Rola aromatycznego tancucha bocznego

Kolejnym z aspektow uwzglednianych w badaniach nad oddziatywaniem
aromatycznych makrolidéw ze sterolami w btonie lipidowej byto zachowanie sie
tancucha bocznego podczas przeprowadzonych symulacji. Analizy wskazaty na
mozliwos¢ wystepowania 3 utozen aromatycznego ,ogona” antybiotyku:
wyprostowanego, podgietego oraz catkowicie zawinietego (rys V.2.1, str. 53).
W  przypadku antybiotykbw w formie natywnej przewaza konformacja
z wyprostowanym tancuchem bocznym, co jest najbardziej widoczne dla
kandycydyny D, natomiast w przypadku partrycyny A oraz partrycyny B widoczny
jest rbwniez udziat struktur z catkowicie zawinietym tancuchem bocznym. Zmiana
geometrii chromoforu nie wpltywa znaczaco na zachowanie sie alkilo-
aromatycznej reszty kandycydyny D. W przeciwienstwie do kandycydyny D, dla
izomerdw all-trans antybiotykbw wchodzacych w skitad kompleksu Partrycyny
widoczna jest zdecydowana zmiana w rozkifadzie utozenia sie tahcucha
bocznego w trakcie symulacji. Wyprostowanie chromoforu w przypadku tych
czgsteczek skutkuje wystepowaniem reszty alkilo-aromatycznej we wszystkich

trzech mozliwych konformacjach na zblizonym poziomie.

Pod wzgledem strukturalnym w badanych czgsteczkach jako charakterystyczne

mozna wyrdznic¢ nastepujagce elementy:
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» ilosc¢ funkciji tlenowych we fragmencie poliolowym zdolnych do utworzenia
wewnatrzczgsteczkowej sieci wigzan wodorowych (wieksza dla
Partrycyny);

» obecnos¢ grupy metylowej na weglu Cs0 w obrebie czesci alkilowej
tancucha bocznego dla kandycydyny D;

» obecnos¢ grupy metylowej na azocie p-aminoacetofenonu aromatycznego

ogona (partrycyna A vs. partrycyna B).

Biorgc pod uwage rdznice pomiedzy analizowanymi czgsteczkami w obrebie
fragmentu poliolowego mozna postulowac, ze jednym z elementéw majgcych
wptyw na oddziatywanie tej grupy antybiotykdéw ze sterolami jest usztywnienie
pierscienia makrolidowego. Kandycydyna D - charakteryzujgca sie mniejsza,
w stosunku do Partrycyny, iloscig funkcji tlenowych we wspomnianym fragmencie
- przejawia niewielkie roznice w wigzaniu ze sterolami pod wzgledem
energetycznym, zaréwno poréwnujgc czgsteczki natywne i po izomeryzacji, jak
i uwzgledniajgc typ sterolu zawartego w btonie. Mozliwe jest, ze z uwagi na
stosunkowo krétki fragment, w obrebie ktérego tworzy¢ sie mogg wigzania
wodorowe, czgsteczka kandycydyny D, nawet z wyprostowanym chromoforem,
wcigz wykazuje duzg labilnos¢ konformacyjng i w efekcie brak jest preferenciji
pod wzgledem oddziatujgcego sterolu w trakcie tworzenia kompleksu.

W obrebie aromatycznego tancucha bocznego mozna wyrézni¢ dwie zmienne
w strukturze badanych antybiotykéw. Sg to reszty metylowe zlokalizowane
odpowiednio na weglu Ca40 (CndD vs. ParB) oraz na azocie p-aminoacetofenonu
(ParA vs. ParB). Wobec uzyskanych wynikéw dla kandycydyny D i partrycyny B
mozna wysnuc¢ wniosek, iz obecnos¢ dodatkowej grupy CHs we fragmencie
tacznikowym zdecydowanie zmniejsza ruchomos$¢ tancucha bocznego
antybiotyku i preferowane jest gtownie utozenie, gdy tancuch jest wyprostowany
(6 = 180°). Na fakt ten moze mie¢ wptyw zaréwno zawada steryczna wynikajgca
z obecnosci grupy metylowej, jak réwniez stabilizacja takiego utozenia poprzez
oddziatywania hydrofobowe. Natomiast, jak pokazujg dane otrzymane dla
partrycyny B, brak metylacji wegla C40 znaczgco zwieksza mobilnos¢ czesci
alkilowej tancucha bocznego. Z drugiej strony, obecnos$¢ grupy metylowej na

azocie p-aminoacetofenonu, z uwagi na zwiekszenie lipofilowosci tego fragmentu
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czgsteczki, zdecydowanie zwieksza mozliwos¢ oddziatywania antybiotyku ze
sktadnikami drugiego listka biwarstwy lipidowej. Moze to stanowi¢ wyjasnienie
korelacji pomiedzy wystgpieniem minimum energetycznego dla danej orientacji,
a zanurzeniem fancucha bocznego w dolnej czesci btony. Zaleznos¢ ta
najbardziej widoczna jest dla partrycyny A. Co wiecej, réwniez wiasnie dla tego
antybiotyku mozna odnotowa¢ zauwazalng réznice pomiedzy wynikami
uzyskiwanymi dla komplekséw z cholesterolem i ergosterolem — na korzysé

oddziatywania z ergosterolem zaréwno w wersji natywnej, jak i po izomeryzacji.

Obserwowana zaleznos¢ pomiedzy wystgpieniem minimum energetycznego,
a lokowaniem sie tancucha bocznego w poblizu drugiej warstwy btony lipidowej
moze wskazywacé na role aromatycznego ,ogona” w oddziatywaniu tej grupy
zwigzkbw ze sktadnikami biwarstwy. By¢ moze obecnos¢ reszty
p-aminoacetofenonu w strukturze AH pozwala na wykorzystanie jej jako
molekularnej ,kotwicy”. Aromatyczny tancuch boczny moze przyczynia¢ sie do
1) efektywniejszego wnikania czagsteczki antybiotyku do btony poprzez
oddziatywania hydrofobowe, 2) szybszego formowanie struktury kanatu oraz 3)
jego polepszonej stabilizacji, co w efekcie prowadzi do obserwowanej wyzszej

aktywnosci przeciwgrzybowej w badaniach in vitro.

Na podstawie otrzymanych wynikow dla zachowania sie tancucha bocznego
pojedynczej czasteczki antybiotyku w trakcie symulacji mozna stwierdzi¢, ze
w przypadku oddziatywania tej grupy zwigzkéw ze sterolami zawartymi
w Srodowisku biwarstwy lipidowej obecnosé grupy metylowej na weglu Cao nie
jest korzystna, natomiast wystepowanie grupy CHs na atomie azotu
aromatycznego tancucha bocznego jest sytuacjg jak najbardziej pozadang
zardéwno pod wzgledem lokalizacji czgsteczki w btonie, jaki i energetyki tworzenia
kompleksu.

VI. 4. Podsumowanie

Analizujgc zbiorczo wszystkie uzyskane wyniki dla 12 uktadéw symulacyjnych
mozna wnioskowac, ze w przypadku kandycydyny D brak jest wyraznego wptywu

izomeryzacji fragmentu polienowego makrolidu na oddziatywanie ze sterolem
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w srodowisku btony lipidowej, a takze na zachowanie sie aromatycznego
tancucha bocznego. Wyrazne rdznice pomiedzy formami cis-trans i all-trans
mozna natomiast zaobserwowaé dla sktadnikow kompleksu Partrycyny,
w szczegllnosci dla partrycyny A. Obserwacja ta znajduje, przynajmniej
czesciowe, przetozenie w postaci wynikébw badahn aktywnosci biologicznej
badanej grupy zwigzkdéw, co czyni partrycyne A najbardziej interesujgca
czgsteczkg z punktu widzenia dalszych badan i modyfikacji w celu opracowania
skuteczniejszej terapii infekcji grzybiczych.

Trzeba jednakze podkresli¢, z calg stanowczoscig, ze uzyskane rdznice
w otrzymanych wynikach wskazuja, Zze przeprowadzone eksperymenty
obliczeniowe nie pozwalajg w petni, w sposob jednoznaczny wyjasnic
molekularnych podstaw rezultatéw badan biologicznych. Nalezy przy tym miec
na uwadze, iz byly to pierwsze badania dla aromatycznych heptaenéw oraz ich
izomerow all-trans wykorzystujgce metody obliczeniowe oraz uwzgledniajgce
dodatkowo utozenie czgsteczki cholesterolu Ilub ergosterolu wzgledem
makrolidu. Wszystkie dotychczasowe badania in silico dla pojedynczej czasteczki
AmB zaktadaty tylko kanoniczng orientacje kompleksu.

Jak pokazujg wyniki przeprowadzonych badan i analiz, aspekty takie jak
tworzenie komplekséw binarnych, problem pionowosci antybiotyku w btonie
i zachowanie fancucha bocznego dla pojedynczej czasteczki, cho¢ wykazujg
pozgdane trendy, to nie tlumaczg w sposéb bezposredni wynikdéw
otrzymywanych w badaniach in vitro. Zagadnienie aktywnosci biologicznej
aromatycznych heptaenéw jest tematem o wiele bardziej ztozonym
i wieloczynnikowym. By¢é moze, jak pokazujg doniesienia literaturowe dla AmB
[27], rowniez w tym przypadku gtdwnym celem molekularnym antybiotyku nie jest
czgsteczka sterolu, a struktura biwarstwy lipidowej sama w sobie, natomiast
roznice w obserwowanej aktywnosci wynikajg z rdéznych wtasciwosci bton
zawierajgcych cholesterol lub ergosterol. Mozliwe, ze czgsteczki sterolu petnig

posrednig role w tworzeniu lub stabilizacji kanatu jonowego.

W ramach dalszych prac majgcych na celu pogtebienie wiedzy na temat

molekularnych podstaw aktywnosci AH warto bytoby przeprowadzi¢ badania
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dotyczgce zjawiska samoasocjacji tej grupy zwigzkdéw. Informacje dotyczgce
preferowanej wzajemnej orientacji czgsteczke antybiotyku w strukturze dimeru
(rébwnolegta vs. antyrobwnolegta), a takze zachowania sie dimeru w srodowisku
btony lipidowej oraz eksperymenty uwzgledniajgce wigkszg iloS¢ czgsteczek
antybiotyku z pewnoscig znaczgco przyczynig sie do lepszego pojmowania
mechanizméw lezacych u podstaw obserwowanej aktywnosci przeciwgrzybowe;j

oraz selektywnej toksycznosci aromatycznych heptaenow.

Obiecujgcg koncepcjg wydaje sie wykorzystanie metod spektroskopowych do
badan nad AH, ktére z powodzeniem stosowane sg dla AmB. Dla okreslenia
modelu samoasocjacji wykorzysta¢ mozna spektroskopie dichroizmu kotowego
[82—84]. Natomiast zastosowanie stymulowanej spektroskopii Ramana pozwoli
na uzyskanie informacji na temat lokalizacji oraz dynamiki antybiotykdw
polienowych w btonach lipidowych w czasie rzeczywistym [33]. Otrzymane dane
spektralne dla izomerébw cis-trans i all-trans mogg sta¢ sie podstawg do
zaproponowania modelu struktury kanatu jonowego przy wykorzystaniu metod

modelowania molekularnego.
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§ Rys. B.1 Mapy energii swobodnej dla kandycydyny D wraz z zaznaczonymi minimami energetycznymi
[}
E Tabela B. 1 Zestawienie wystepowanie minimow energetycznych dla kandycydyny D wzgledem regiondw
8 wokof czgsteczki antybiotyku
S
o all-trans cis-trans
g region Chol Erg Chol Erg
g numery miniméw
polienowy 3,4 2,34 4 4
ptaszczyzna 2,6 - 1,2,3,5,6 3
poliolowy 1,5,6,7 1,5,6 7 1,2,5
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Rys. B. 2 Mapy energii swobodnej dla partrycyny A wraz z zaznaczonymi minimami energetycznymi

Tabela B. 2 Zestawienie wystepowanie minimow energetycznych dla partrycyny A wzgledem regionéw
wokof czgsteczki antybiotyku

all-trans cis-trans
region Chol Erg Chol Erg
numery miniméw
polienowy - 2 2,3 2,3,7
ptaszczyzna 2,3,5,6 3 1,4 2
poliolowy 1,4,7 1,4,5 5 1,5,6
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Rys. B. 3 Mapy energii swobodnej dla partrycyny B wraz z zaznaczonymi minimami energetycznymi

Tabela B. 3 Zestawienie wystepowanie minimow energetycznych dla partrycyny B wzgledem regionéw

wokof czgsteczki antybiotyku

region

polienowy
ptaszczyzna
poliolowy

all-trans cis-trans
Chol Erg Chol Erg
numery miniméw
2 1 2 2,3
6,7 2,3 - 4,7
1,3,4,5,6,8 - 1,3,4 1,5,6
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