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Wiazanie amfoterycyny B do upigmentowanych
grzybow mikroskopowych Cladosporium
cladosporioides

Amphotericin B binding to pigmented microscopic
fungi Cladosporium cladosporioides

Teresa Witoszyrska, Magdalena Kulik, Ewa Buszman, Janina Trzcionka

STRESZCZENIE

WSTEP

Ciemno upigmentowane grzyby mikroskopowe Cladosporium cladospo-
rioides moga wywotywa¢ zakazenia, szczegélnie u oso6b z obnizona od-
pornoscig organizmu. Grzyby te w swojej Scianie komoérkowej zawiera-
ja biopolimery melaninowe ochraniajace grzybnie, zdolne do wigzania
réznych zwigzkéw chemicznych, w tym lekéw. Celem pracy byta ocena
zdolnosci wigzania antybiotyku przeciwgrzybiczego amfoterycyny B do
grzybni Cladosporium cladosporioides, melaniny wyizolowanej z grzybni
i do syntetycznej DOPA-melaniny:.

MATERIAL | METODY

Upigmentowane grzyby glebowe Cladosporium cladosporioides hodo-
wano w plynnej pozywce standardowej. Melanine naturalng izolowano
z grzybni metodg hydrolizy kwasnej. Syntetyczng DOPA-melanine uzy-
skano w wyniku reakcji oksydacyjnej polimeryzacji L-DOPA. Probki me-
lanin i grzybni kompleksowano z roztworami amfoterycyny B o réznych
stezeniach, stosujgc rozne czasy inkubacji. Do oznaczenia ilosci leku zwia-
zanego z grzybnig i melaninami zastosowano technike spektrofotometrii
UV-VIS.

WYNIKI

Wykazano, ze amfoterycyna B tworzy kompleksy z grzybnig Cladospo-
rium cladosporioides, z melaning wyizolowang z grzybni i z syntetyczna
DOPA-melaning. Ilosci leku zwigzanego z melaninami zwigkszajg si¢ wraz
ze wzrostem stezenia wyjsciowego antybiotyku i wydtuzaniem czasu in-
kubacji.

WNIOSKI
Silne oddziatywanie amfoterycyny B z melaninami moze obniza¢ funkcje
ochronne melanin w stosunku do grzybni Cladosporium cladosporioides.
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ABSTRACT

BACKGROUND

Dark pigmented microscopic fungi Cladosporium cladosporioides can lead to infection in immu-
nocompromised patients. Melanin biopolymers present in the cell wall protect mycelium and are
able to bind different chemicals, including drugs.

The aim of this work was to examine the binding capacity of antifungal antibiotic amphotericin
B to crude mycelium of Cladosporium cladosporioides, melanin isolated from mycelium and to
synthetic DOPA-melanin.

MATERIAL AND METHODS
Pigmented soil fungi Cladosporium cladosporioides were cultured in the standard liquid medium.
Natural melanin was isolated from dry mycelium by acid hydrolysis. Synthetic DOPA-melanin
was formed by oxidative polymerization of L-DOPA. Samples of dry mycelium and melanins
were complexed with different concentrations of amphotericin B using different times of incuba-
tion. The amounts of drug bound to mycelium and to melanins were determined by the use of
UV-VIS spectrophotometric method.

RESULTS
It has been demonstrated that amphotericin B forms complexes with Cladosporium cladospo-
rioides mycelium as well as with melanin isolated from mycelium and with synthetic DOPA-
melanin. The amounts of drug bound to melanins increase with increasing initial antibiotic
concentration and prolongation of incubation time.

CONCLUSION
The ability of amphotericin B to form complexes with melanin may be one of the reasons of
decreased melanin protection in relation to Cladosporium cladosporioides mycelium.

KEY WORDS
amphotericin B, Cladosporium cladosporioides, melanin

powazne dolegliwosci alergiczne w drogach

WSTEP

Ciemno upigmentowane grzyby saprofityczne
Cladosporium spp. naleza do klasy grzybow
niedoskonatych Deuteromycetes [1]. Niektore
z nich sg patogenne i toksykogenne dla lu-
dzi i znane jako przyczyny mézgowych oraz
skornych feohyfomikoz [2]. Cladosporium
castellani oraz Cladosporium wernecki moga
wywotac grzybice powierzchniowe, natomiast
Cladosporium bantianum i Cladosporium cla-
dosporioides odpowiedzialne sg za podskérng
badz uktadowg feohyfomikoze [1]. Cladospo-
rium spp. sg tez silnymi alergenami i powoduja

oddechowych, jak rowniez uszkodzenia we-
wnatrzoskrzelowe [2]. Zakazenia grzybami
Cladosporium cladosporioides dotyczg gtéwnie
0sOb z obnizong odpornoscia, chociaz moga
wystepowac rowniez u zdrowych ludzi, u kto-
rych nie stwierdzono zaburzen immunologicz-
nych.

Upigmentowane grzyby mikroskopowe Cla-
dosporium cladosporioides charakteryzuja sie
obecnoscia w Scianie komorkowej biopolime-
réw melaninowych. Obecnos¢ ugrupowan chi-
nonowych, hydrochinonowych, semichinono-
wych, pierScieni aromatycznych i grup hydro-
ksylowych w melaninie nadaje jej stabilno$¢
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wolnorodnikowg, mozliwos¢ absorpcji swiatta
i energii cieplnej, zdolnos¢ wigzania biatek,
polisacharydéw, jonow metali, pestycydow,
zanieczyszczen i lekow, co wyjasSnia wiele
ochronnych funkcji melanin. Melanina spet-
nia funkcje ochronne w stosunku do grzybni,
wplywa na oddziatywanie lek-grzybnia i tym
samym moze modyfikowa¢ skuteczno$¢ poda-
nego leku [3,4,5,6,7].
W zakazeniach grzybami barwnikowymi, np.
w feohyfomikozie i chromoblastomikozie
wywotlanych m.in. przez Cladosporium spp.
i Phialophora, podaje si¢ flucytozyne — synte-
tyczna pochodna pirymidyny, ale w wigkszo-
Sci przypadkow grzybic dodatkowo inne leki
przeciwgrzybicze, np. amfoterycyne B [8].
Amfoterycyna B nalezy do grupy polieno-
wych makrolidowych antybiotykéw [9]. Jest
lekiem z wyboru w leczeniu wigkszosci grzy-
bic uktadowych, gdyz daje najwyzsze szan-
se na wyleczenie w rozsianej kandydozie,
kryptokokozie i aspergilozie [10]. Korzystne
jest taczenie amfoterycyny B z flucytozyng
w kryptokokozie, kandydozie narzadowej,
w zapaleniu wsierdzia wywotanego przez
grzyby [11] oraz w zakazeniach grzybami
z rodziny Dematiaceae, w tym Cladosporium
cladosporioides [5,6,12].
Celem niniejszej pracy byto zbadanie zdolno-
$ci wigzania amfoterycyny B do grzybni Clado-
sporium cladosporioides, melaniny wyizolowa-
nej z grzybni i porbwnawczo do syntetycznej
DOPA-melaniny.

MATERIAE I METODY

Material badany stanowity upigmentowane
grzyby mikroskopowe Cladosporium cladospo-
rioides pozyskane ze Srodowiska naturalnego
potudniowej Polski. Hodowle grzybni w po-
zywce standardowej (glukoza 20,0 g, ekstrakt
drozdzowy 10,0 g, pepton 10,0 g, woda rede-
stylowana ad 1 dm?, o pH = 7,0) prowadzono
przez 14 dni w temperaturze 26-28°C, nastep-
nie grzybnie saczono i suszono do statej masy.
Melaning izolowano z grzybni metoda hydro-
lizy w 6M HCl w temperaturze 110°C przez
24 godziny.

Syntetyczng  DOPA-melanine  otrzymano
w wyniku reakcji oksydacyjnej polimeryza-
¢ji 3,4-dihydroksyfenylo-L-alaniny (L-DOPA
prod. Sigma Chem. Co) w 1/15 M buforze fo-
sforanowym o pH 8,0.

Amfoterycyne B w postaci preparatu Amphote-
ricin B solubilized (proszek do przygotowania
roztworow do infuzji o sktadzie: amfoterycyna
B - 45%, deoksycholan sodu — 35%, fosforan
sodu-stabilizator) zakupiono w firmie Sigma
Chem. Co.

Kompleksy amfoterycyny B z grzybnig Cla-
dosporium cladosporioides, melaning wyizolo-
wang z grzybni i syntetyczng DOPA-melaning
otrzymano w wyniku inkubacji prébek po 5 mg
kazda z 5 ml roztworu leku przygotowanego
w 5% glukozie o stezeniach: 1,8; 2,7; 4,5; 6,3;
8,1 pg/cm?. Dla probek grzybni i melanin za-
stosowano czasy inkubagji: 1, 15, 30, 45, 60,
75, 90 minut. Réwnoczesnie z probkami ba-
danymi przygotowano probki kontrolne nie-
zawierajace substancji leczniczej.

llos¢ amfoterycyny B zwiazanej z probkami
grzybni i melanin oznaczono metoda spektro-
fotometryczng przez pomiar absorbancji roz-
twordw wzorcowych o znanym stezeniu leku
oraz supernatantéw otrzymanych po kom-
pleksowaniu zawierajacych niezwigzany lek.
Pomiary przeprowadzono spektrofotometrem
UV-VIS firmy Jasco, model V-530 przy dtugos-
ci fali 328 nm. Ilo§¢ zwigzanej amfoterycyny
B wyrazono w pg/mg melaniny lub grzybni.
Dla kazdego uktadu badawczego wykonano
po 3 réwnolegte proby, dla ktorych obliczono
wartosci Srednie oraz odchylenia standardowe
(SD, standard deviation).

WYNIKI I DYSKUSJA

Oddziatywanie amfoterycyny B z melaninami
i z grzybnia Cladosporium cladosporioides oce-
niano przy zastosowaniu roéznych stezen leku
i r6znych czasow inkubacji. Stezenia roztwo-
row amfoterycyny B dobrano na podstawie
danych literaturowych, uwzgledniajac zaréw-
no stosowane stezenia terapeutyczne (od 0,5
do 3,5 pg/cm?® surowicy) [11], jak i stezenia
stosowane w badaniach naukowych (od 0,03
do 16 pg/cm?® pozywki), dotyczacych wyzna-
czenia wartosci MIC (minimal inhibitory con-
centration) i MFC (minimal fungicidal concen-
tration) dla tego leku w stosunku do konidii
i strzepek rodzaju Cladosporium [13].

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy po-
zwalajg stwierdzi¢, ze ilos¢ amfoterycyny B
zwigzanej z 1 mg syntetycznej DOPA-mela-
niny (ryc. 1A) oraz melaniny wyizolowanej
z grzybni (ryc. 1B) rosnie wraz z wydtuzaniem
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czasu inkubacji, osiggajac warto$¢ maksymal-
ng po ok. 90 min kompleksowania. Dla wyj-
Sciowych stezen leku od 1,8 do 8,1 pg/cm? ilos¢
zwigzanej amfoterycyny B wynosita 1,8-7,9
pg/mg syntetycznej DOPA-melaniny i 1,7-3,2
pg/mg melaniny wyizolowanej z grzybni. Wig-
zanie amfoterycyny B do grzybni Cladosporium
cladosporioides (ryc. 1C) w zakresie stosowa-
nych stezen leku odbywato si¢ na podobnym
poziomie (Srednio 1,1 ng/mggrzybni), niezalez-
nie od czasu kompleksowania, co sugeruje, ze
w wigzaniu tym bierze udziat gtéwnie melani-
na, stanowigca ok. 17,6% wszystkich sktadni-
kow Sciany komorkowej grzybni [14].
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Ryc. 1. Zaleznos¢ ilosciamfoterycyny B (%) zwigzanejzsyntetyczna
DOPA-melaning (A), z melaning wyizolowang z grzybni (B),
z grzybnia Cladosporium cladosporioides (C) od czasu komplek-
sowania (t) i stezenia wyjsciowego leku (c ). —c, =1,8 pg/ml, -
--c,=27ug/mleeec =45pg/ml -e-c =63pg/ml, -ee
-c,=8,1pg/ml.

Fig. 1. The effect of incubation time (t) and initial drug concentra-
tion (c,) on the amount (%) of amphotericin B bound to synthetic
DOPA-melanin (A), melanin isolated from mycelium (B), and to
crude mycelium Cladosporium cladosporioides (C).

Syntetyczna DOPA-melanina i melanina wyi-
zolowana z grzybni wigzaty wiecej amfotery-
cyny B niz grzybnia Cladosporium cladosporio-
ides, co Swiadczy o wysokim powinowactwie
antybiotyku do melaniny i o mozliwej zmia-
nie aktywnosci przeciwgrzybiczej leku, wyni-
kajacej z tworzenia kompleksu lek-melanina.
Badania Nosanchuka [15], w ktorych oce-
niano aktywnos$¢ lekéw przeciwgrzybiczych,
w tym amfoterycyny B i flucytozyny, uprzed-
nio inkubowanych z syntetyczng DOPA-me-

laning i melaning produkowang przez Cryp-
tococcus neoformans, potwierdzaja tego typu
przypuszczenia. Inkubacja amfoterycyny B
z melaninami znaczgco redukowata aktyw-
nos¢ leku w stosunku do grzyba Cryptococcus
neoformans, obserwowano takze zmiany w ele-
mentarnym sktadzie melanin pod wptywem
tego leku. Inkubacja flucytozyny z melaninami
nie wptywata ani na zmiane aktywnosci prze-
ciwgrzybiczej leku, ani na elementarny sktad
melanin.

W zakazeniach grzybami barwnikowymi do-
bre efekty terapeutyczne obserwuje sie po
rownoczesnym podaniu flucytozyny i amfo-
terycyny B. Synergizm dziatania tych lekow
moze by¢ zwigzany z ich odmiennymi uzupet-
niajagcymi sie¢ mechanizmami dziatania. Flu-
cytozyna wptywa na syntez¢ RNA oraz DNA
i w efekcie hamuje biosynteze biatka komorki
grzyba [6]. Z kolei amfoterycyna B taczac sie
z ergosterolem zwieksza przepuszczalnos$¢ bto-
ny komorkowej (permeabilizacja), co prowadzi
do wydostawania si¢ na zewnatrz sktadnikow
komorkowych, przerwania proceséw metabo-
licznych i obumarcia komérki [10,16,17,18].
Badania wtasne [19] dotyczace wigzania flucy-
tozyny do grzybni Cladosporium cladosporio-
ides, melaniny wyizolowanej z grzybni i syn-
tetycznej DOPA-melaniny wskazuja na niski
udzial melanin w wigzaniu tego leku. Stabe
oddziatywanie melanin z flucytozyng sugeruje,
ze melanina nie przeszkadza w przejsciu tego
leku do miejsca jego dziatania, czyli do wne-
trza komorki grzybowej, i nie wptywa znaczg-
co na jego aktywno$¢, natomiast wykazane
w niniejszej pracy wysokie wigzanie si¢ me-
lanin z amfoterycyng B moze sugerowaé za-
trzymanie si¢ leku w S$cianie komorkowej
i ostabienie ochronnego dziatania melanin
w stosunku do grzybni.

WNIOSKI

1. Wykazana zdolno$¢ wigzania amfoterycyny
B do melanin in vitro moze by¢ powodem
obnizenia wtasciwosci ochronnych mela-
nin w stosunku do grzybni Cladosporium
cladosporioides.

2. Badania oddziatywania lekow przeciwgrzy-
biczych z melaning mogg postuzy¢ ocenie
skutecznosci tych lekéw w terapii choréb
wywotanych grzybem zawierajgcym mela-
ninowy pigment.
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