Mechanizm molekularny toksycznosci antybiotyku
przeciwgrzybiczego amfoterycyny B

1. Cel naukowy

Grzybice wewnatrzustrojowe stanowia powazne zagrozenie zycia pacjentow, w szczegolnosci w zwigzku
z transplantacja organdéw oraz wobec obnizenia odpornoséci, w tym nabytego braku odpornosci zwigzanego
z pandemia HIV'. Antybiotyk polienowy amfoterycyna B (AmB, Rys. 1) stanowi ztoty standard w leczeniu
grzybic systemowych, co klasyfikuje ten farmaceutyk do grupy antybiotykéw ratujacych zycie®. Lek ten jest
znany i stosowany juz nicomalze od 60 lat, pomimo wyjatkowo silnych efektow ubocznych, w tym
nefrotoksycznosci oraz hepatotoksycznosci, wilacznie z nierzadkimi przypadkami $mierci pacjentow.
Pomimo tak dhlugiego okresu stosowania leku, oraz prowadzonych prac badawczych, szczegotowe
mechanizmy molekularne odpowiedzialne za pozadane efekty farmakologiczne amfoterycyny B oraz
toksyczne efekty uboczne antybiotyku, nie sag w pelni poznane. Wedlug powszechnie akceptowanej
koncepcji, miejscem dziatlania AmB sa btony biologiczne. Najnowsze wyniki badan wskazuja,
iz zasadniczym mechanizmem molekularnym, na ktérym opiera si¢ aktywno$¢ farmakologiczna AmB, jest
sekwestracja steroli, stanowigcych niezbedny sktadnik bton
biologicznych, prowadzaca do utraty ich fizjologicznej
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wskazujg na powszechne i wydajne formowanie struktur specyficznego widma CD  formy tetramerycznej
tetramerycznych AmB, ktére spelniajac  wszelkie antybiotyku oraz strukture tetrameru w btonie
wymagania strukturalne, wbudowywaé si¢ mogg do lipidowej.

dwuwarstw lipidowych, na zasadzie autonomicznych kanatéw blonowych, zaburzajac rownowage
elektrofizjologiczng komorek™®. W naszej opinii, mechanizm ten stanowi¢ moze jeden z kluczowych
czynnikow odpowiedzialnych za toksyczne efekty uboczne antybiotyku. W ramach niniejszego projektu,
zamierzamy poddac te koncepcje¢ gruntownej i wieloaspektowej weryfikacji.

Czasteczki amfoterycyny B w Srodowisku wodnym spontanicznie samoorganizuja si¢ do form
dimerycznych, ktére moga asocjowa¢ do tetrameréw. Powierzchnia blon lipidowych stanowi
platforme Kkatalityczna formowania tetramerow, ktéore wbudowujac sie¢ do wnetrza membrany
funkcjonuja jako kanaly jonowe zaburzajace réwnowage elektrofizjologiczng komérek. Mechanizm
ten nalezy do zasadniczych, odpowiedzialnych za silng toksycznos$¢ antybiotyku dla pacjentow.

Zasadniczym celem naukowym projektu jest poznanie oraz zrozumienie molekularnych mechanizmow
odpowiedzialnych za toksycznos¢ AmB dla pacjentéw, w szczegolnosci za§ weryfikacja centralnej hipotezy
badawczej dotyczacej zwiazku pomigdzy formowaniem struktur tetramerycznych AmB z toksycznoscia
leku.

W powigzaniu z gtownym celem projektu, zaprojektowane badania powinny przynies¢ jednoznaczne
odpowiedzi  dotyczace nastgpujacych  podstawowych  probleméw  poznawczych, zwigzanych
z funkcjonowaniem antybiotyku AmB w $rodowisku biologicznym:

1. Jakie determinanty strukturalne AmB oraz typy oddzialywan migdzyczasteczkowych odpowiedzialne
sg za asocjacj¢ dimerow antybiotyku do struktur tetramerycznych?

2. Jaka jest kinetyka formowania tetrameréw w $rodowisku wodnym oraz w $rodowisku membran
lipidowych?



3. Jaka jest kinetyka transmembranowego transferu jonow przez btony lipidowe zawierajace zintegrowane
z fazg lipidowa formy tetrameryczne AmB?

4. Jakie formy organizacji molekularnej AmB przenoszone by¢ mogg przez biatka transportowe?

5. Czy wigzanie molekut AmB ze sterolami w $rodowisku bton lipidowych stanowi mechanizm
konkurencyjny do formowania struktur dimerycznych i tetramerycznych?

6. Czy mozliwe jest przenoszenic AmB przez biatka transportowe do biomembran w postaci
monomerycznej antybiotyku i wigzanie ze sterolowymi sktadnikami bton?

7. W jakim stopniu poszczegolne formy spektralne sg cytotoksyczne w stosunku do komoérek ludzkich?

2. Znaczenie projektu

Zgodnie z najnowszymi koncepcjami dotyczacymi aktywnosci biologicznej AmB, zasadniczym miejscem
oddziatywania antybiotyku na zywe organizmy sg btony lipidowe, w ktorych czasteczki AmB oddziatujac
ze sterolami tworzg formy ,poét-kanatléw” (cylindrycznych agregatow molekularnych w pojedynczej
monowarstwie lipidowej), formy pojedynczych heterodimeréw typu AmB-sterol oraz dystalnych w stosunku
do membrany, gigantycznych gabko-podobnych agregatow sterolowo-amfoterycynowych.® Wszystkie
te formy organizacyjne, wbudowujac do swojej struktury molekuly steroli membranowych, w sposob
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Rysunek 2. Wyniki analizy czaséw zycia fluorescencji AmB dodanej do hodowli Aspergillus
niger w postaci roztworu preparatu Fungizone®. Obrazowanie FLIM wskazuje na obecno$é
form dimerycznych AmB w roztworze oraz form tetramerdw zwigzanych ze strzepkiem

grzybni .

molekularnej AmB, specyficzne

tetramery, uformowane z dwoch dimeréw o antyrownoleglej geometrii, wydaja si¢ posiada¢ wyjatkowe
whasnosci strukturalne, w aspekcie aktywnosci biologicznej antybiotyku® (Rys. 1). Przeprowadzone przez
nas analizy wskazujg na to, iz struktury takie mogg wbudowywaé si¢ do dwuwarstw lipidowych jako
autonomiczne, transmembranowe kanaty, umozliwiajgce transfer matych jonow. W $wietle tych analiz,
wydaje si¢ wysoce prawdopodobne, iz struktury takie formuja si¢ w warunkach naturalnych, wplywajac
na toksyczno$¢ leku dla wszystkich komorek. Tezg te potwierdzaja badania oddzialywania AmB, podawanej
w popularnym leku przeciwgrzybiczym Fungizone®, z grzybnia Aspergillus niger (wyniki nie publikowane,
Rys. 2).

Wyniki analizy czaséw zycia fluorescencji pokazaty jednoznacznie, iz czasteczki antybiotyku przylaczaja
si¢ do strzgpkoéw gltownie w formie tetramerycznej. W ramach opracowywania obecnego projektu
przeprowadziliSmy seri¢ badan pilotazowych oraz zaprojektowaliSmy eksperymenty, w celu pelnego
zbadania procesu samoorganizacji AmB do form specyficznych, transmembranowych tetrameréw oraz
zbadania wpltywu tych struktur na wlasnosci funkcjonalne blon lipidowych (w szczegdlnosci
transmembranowy transport jonéw oraz wilasnosci strukturalne i dynamiczne dwuwarstw lipidowych).
Zaplanowane badania przyniosg rowniez precyzyjne informacje dotyczace mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za formowanie tego typu struktur oraz ich oddziatywanie z biomembranami.
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Wzbudzenie 405 nm, emisja >430 nm.

Wiedza ta jest istotna do okreslenia kierunkéw w projektowaniu modyfikacji struktury chemicznej
amfoterycyny B, formuty farmakologicznej antybiotyku oraz sposobdw jego dostarczania do zaatakowanych
grzybami komorek pacjentéw, w celu minimalizacji toksycznych efektow ubocznych, przy zachowaniu
maksymalnej aktywno$ci terapeutyczne;.

3. Koncepcja i plan badan

W trakcie poprzednich badan dokonali$my szeregu obserwacji wskazujacych na samoorganizacje
czasteczek AmB do form dimerow, o geometrii rownoleglej oraz antyréwnolegtej. Wyniki tych badan
wskazaly rowniez na asocjacje tych ostatnich do form tetramerycznych. Proces asocjacji zaobserwowany
zostat w $§rodowisku wodnym oraz, przede wszystkim, w $rodowisku modelowych bton lipidowych. Analiza
anizotropii fluorescencji, potaczona z analiza FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy)
tetramerow AmB w $rodowisku btonowym wskazuje na transblonowa lokalizacj¢ oraz orientacje tych
struktur. Usytuowanie takie stwarza warunki do specyficznej aktywnos$ci biologicznej form tetramerycznych
AmB. Odkryciu temu i szczegétowemu wyjasnieniu wszelkich jego aspektow, zarowno strukturalnych jak i
funkcjonalnych, poswigci¢c chcemy nasze badania w ramach niniejszego projektu. Wyniki badan
pilotazowych, wskazujacych na poprawnos¢ przyjetych zatozen badawczych oraz wyznaczajace kierunki
zaplanowanych dziatan, sa nastepujace:

1. Analizy roztworéw AmB w formie monomerycznej, przeprowadzone z zastosowaniem spektroskopii
dichroizmu kotowego (CD), wskazujg na spontaniczng dimeryzacje czasteczek antybiotyku oraz asocjacje
powstatych dimerow do form tetramerycznych, w $rodowisku bton lipidowych (Rys. 3).°

2. Tendencja czasteczeck AmMB do spontanicznej samoorganizacji do stabilnych form dimerycznych
potwierdzona zostala na drodze obliczen przeprowadzonych przez czlonkéw naszego zespotu
z zastosowaniem metody dynamiki molekularnej (MD, Rys. 4).°

3. Analiza mikroskopowa FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy) potwierdza proces samoorganizacji
czasteczek AmB, obserwowany z zastosowaniem spektroskopii CD oraz symulacji numerycznych, do form
dimeréw oraz tetramerow.”

4. Wyniki analiz przeprowadzonych przez cztonkéw naszego zespotlu z zastosowaniem techniki PALS
(Positron Annihilation Lifetime Spectroscopy), potwierdzajg samoorganizacje czasteczek AmB prowadzacg
do formowania wolnych obje¢tosci o strukturze kanatow, ktorych $rednice mieszcza si¢ W przedziale 0.16 -
0.26 nm.

5. Analiza czaséw zycia fluorescencji AmB wprowadzonej w postaci monomerycznej do zawiesiny
liposomow za posrednictwem biatek transportowych (BSA), polaczona z obrazowaniem technikg FLIM,
wskazuje na wbudowywanie si¢ czgsteczek antybiotyku w struktury dwuwarstw lipidowych w postaci
monomerycznej ale rowniez w formie dimeréw oraz tetrameréw (Rys. 5).°
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6. Mikroskopowa analiza anizotropii fluorescencji AmB wbudowanej do dwuwarstw lipidowych wskazuje
na istnienie dwoch wyraznych subfrakcji: czgsteczek zorientowanych w plaszczyZnie membrany oraz
prostopadtych do tej plaszczyzny. Poziom anizotropii fluorescencji wskazuje na niezbyt silne zwigzanie
z membrang czasteczek antybiotyku z frakcji lateralnej (prawdopodobnie zlokalizowanej w rejonie glow
polarnych) oraz zdecydowana polaryzacje frakcji prostopadiej: bardzo silne ograniczenie swobody ruchow
frakcji wewnatrz blonowej AmB oraz stosunkowo stabe ograniczenie ruchliwos$ci frakcji zewnatrz blonowe;.
We frakcji wewnatrz btonowej obserwowane sg, przede wszystkim, formy dimeréw rownoleglych oraz
tetramerow. Frakcja AmB wbudowanej do blony dominowata w obecno$ci ergosterolu oraz choresterolu.

Problemy badawcze, przedstawione powyzej, W sekcji Cel projektu, badane bedg w ramach pigciu grup
tematycznych, reprezentowanych przez pig¢ zadan badawczych (Work Packages): WP_1 do WP _5. Ponize;j,
przedstawiony jest zwigzly opis poszczegdlnych zadan badawczych.

WP_1 Spektroskopowa analiza samoorganizacji AmB w §rodowiskach o znaczeniu biologicznym.

Procesy samoorganizacji AmB badane bgda w $srodowisku modelowych bton lipidowych oraz roztworow
albuminy ludzkiej (HSA), z zastosowaniem technik CD, FLIM oraz FCS. Zastosowanie analizy anizotropii
fluorescencji w pomiarach FLIM umozliwi okre$lenie lokalizacji oraz orientacji poszczegdlnych struktur
molekularnych AmB w stosunku do btony.

WP_2 Symulacje dynamiki molekularnej, procesu samoorganizacji AmB w S$rodowisku blon
lipidowych.

Badania pilotazowe, ktore wskazaty mozliwos¢ spontanicznego formowania stabilnych dimeréw AmB,
kontynuowane be¢da w celu analizy procesu asocjacji tych struktur do form tetramerycznych.

WP_3 Badanie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za formowanie struktur
dimerycznych oraz tetramerycznych AmB w Srodowisku blonowym.

Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni (FTIR) oraz mikroskopia obrazowania Ramana wykorzystane
beda do weryfikacji mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za stabilizacj¢ poszczegolnych form
organizacyjnych AmB, przewidzianych na podstawie obliczen prowadzonych w ramach zadania WP_2.

WP_4 Badanie wplywu poszczegolnych form organizacji molekularnej AmB na wlasnoSci
strukturalne oraz dynamiczne blon lipidowych oraz na cytotoksycznos¢.

Techniki znacznikow spinowych EPR oraz mikrokalorymetrii  DSC wykorzystane zostang
do szczegdtowej analizy modelowych bton lipidowych modyfikowanych selektywnie przez czasteczki AmB,
w postaci roznych form organizacyjnych. Modyfikacja realizowana bedzie na drodze oddzialywania
Z biatkami transportowymi skompleksowanymi z réznymi formami AmB (monitorowanymi na drodze
pomiarow CD oraz czasow zycia fluorescencji). Cytotoksycznos¢ roznych form organizacyjnych AmB
badana bedzie w hodowlach ludzkich linii komérkowych THP-1 oraz CCD-841 CoTr.

WP_5 Badanie wplywu réznych form organizacji molekularnej AmB na transmembranowy transport
jonow.

Zamknigty wewnatrz liposomow znacznik fluorescencyjny, czuly na st¢zenie jonow, zastosowany bedzie
do monitorowania transferu jonéw (H', Ca®*, K) przez blony lipidowe modyfikowane selektywnie
monomerami, dimerami oraz tetramerami AmB. Modyfikacja membran realizowana bedzie poprzez
oddziatywania z biatkami transportowymi (jak w WP_4). Pojedyncze liposomy badane beda technika FLIM.
Zadanie to obejmowato bedzie réwniez obliczenia, w ramach dynamiki molekularnej, profili energii
swobodnej dla transportu jondw przez transmembranowe struktury AmB.
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trakcie realizacji pierwszych trzech zadan. Zespoly do realizacji zadan WP_4 oraz WP_5 powotane zostang
dynamicznie, sposrod realizatorow, w oparciu 0 indywidualne doswiadczenia zdobyte w poczatkowej fazie
realizacji projektu.

Kierownik projektu odpowiedzialny bedzie za koordynacje badan oraz dynamiczne okre$lanie zadan
czastkowych, wynikajacych z planu realizacji projektu.

Wymiernym kryterium sukcesu w projekcie bgdzie uzyskanie precyzyjnych informacji dotyczacych
wiasciwosci strukturalnych oraz funkcjonalnych badanych struktur AmB, ktore stanowi¢ beda podstawe
publikacji naukowych. Wyniki badan prezentowane bedg rowniez na konferencjach naukowych.

W oparciu o pozytywne wyniki wszystkich przeprowadzonych badan wstgpnych, sadzimy iz wysokie jest
prawdopodobienstwo potwierdzenia postawionej hipotezy badawczej. JesteSmy jednakze §wiadomi faktu,
iz szczegolowe wyniki, szeroko zakrojonych oraz zaawansowanych badan, odkry¢ mogg inne mechanizmy
molekularne oraz inne struktury niz te postulowane W oparciu 0 obecny stan wiedzy. Jestesmy otwarci
na wszelkie informacje dotyczace badanych elementow strukturalnych oraz ich zwigzku z aktywnoscia
biologiczng AmB. Jestesmy rowniez przekonani, ze wszelkie uzyskane informacje dotyczace szczegoétowych
mechanizméw odpowiedzialnych za zaburzenia wtasnosci strukturalnych i dynamicznych bton lipidowych,
na drodze oddzialywania z AmB, w szczego6lnosci funkcjonalnosci membran w aspekcie fizjologicznego
transportu jonow, okazg si¢ wartosciowe z punktu widzenia planowania kierunkéw aktywnos$ci zwigzanej
Z obnizeniem toksycznych efektow ubocznych antybiotyku.

4. Metodyka

AmB bedzie kupowana oraz oczyszczana w nhaszym laboratorium z zastosowaniem techniki HPLC,
W oparciu o opracowane wczesniej 1 stosowane rutynowo procedury. Modelowe btony lipidowe formowane
beda zgodnie z opracowanymi wczesniej i stosowanymi procedurami, z czystych lipidow oraz z frakcji
lipidowe]j zawierajacej sterole (ergosterol oraz cholesterol). Planujemy réwniez badania cytotoksycznosci
prowadzone na hodowlach komoérkowych (linie THP-1 oraz CCD-841) w oparciu o metodologi¢ stosowang
w laboratorium przy badaniach cytotoksycznosci nanoczastek metalicznych stabilizowanych polienami.

Wszystkie badania, w tym spektroskopowe, oraz te zwigzane z obrazowaniem molekularnym,
przeprowadzone zostang w oparciu o baz¢ aparaturowa naszego laboratorium, to jest miedzy innymi:

1. Zestaw mikroskopowy obrazowania czaséw zycia fluorescencji FLIM (MicroTime 200, PicoQuant) sprzezony
z mikroskopem AFM (JPK). System jest wyposazony w 6 laserow impulsowych m.in. femtosekundowy (Coherent).

. Mikroskopowy zestaw ramanowski (inVia, Renishaw, z czterema liniami laserowymi) sprzgzony z AFM (JPK).

. Czasoworozdzielczy spektrometr fluorescencyjny (FluoTime 300, PicoQuant) wyposazony w 4 lasery impulsowe.

. Spektrometry absorpcyjne w obszarze IR typu FTIR (Vector 33, Bruker oraz Nicolet iS50R, Thermo Scientific).

. Spektrometr dichroizmu kotowego CD (Chirascan plus, Applied Photophysics).

. Spektrometr EPR (CMS 8400, ADANI)

. Mikrokalorymetr typu DSC (MicroCal VP-Capillary, GE HealthCare)

~NOoO ok wWwN

Badania obliczeniowe dynamiki molekularnej przeprowadzone bedg przez cztonka naszego zespotu,
dr. Jacka Czuba z Zakladu Chemii Fizycznej Politechniki Gdanskiej oraz jednego cztonka jego grupy,
W oparciu o zatozenia badawcze oraz udokumentowane do$wiadczenie w tym obszarze.>*
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