® Postepy Hig Med Dosw (online), 2010; 64: 459-465 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2010.07.15
Accepted:  2010.09.03
Published: 2010.10.13

Review

Biologiczna aktywno$¢ zwiazkow lizosomotropowych

The biological activity of lysosomotropic agents

Ewa Obtak!, Anna Krasowska?

!Instytut Genetyki i Mikrobiologii, Uniwersytet Wroctawski
2 Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet Wroctawski

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Substancje lizosomotropowe to zwiazki biologicznie czynne, znajdujace zastosowanie jako sub-
stancje bakteriobdjcze, fungicydy oraz leki. Sa to najczesciej stabe organiczne zasady, ktére
gromadza si¢ w kompartmentach komérkowych o niskim pH, takich jak lizosomy lub wakuole.
Mechanizm ich dziatania jest réznorodny, zalezny od budowy chemicznej zwiazku, oraz rodza-
ju komérki, z ktéra oddziatuje.

Badania nad wptywem zwigzkéw lizosomotropowych na mikroorganizm eukariotyczny — droz-
dze Saccharomyces cerevisiae przyczynily si¢ w znacznym stopniu do wyjasnienia mechanizmu
dziatania tych zwiazkéw. Wykazano, ze zwiazki te moga wbudowywac si¢ w btony komdérkowe
i hamowac¢ aktywnos¢ H*-ATPazy. Innym mechanizmem dziatania jest typowe zachowanie lizo-
somotropowe, tzn. zwiazki te gromadzg si¢ w wakuolach drozdzy, powoduja ich rozpad, a uwol-
nione enzymy wakuolarne indukuja autolize komoérki. Wykazano réwniez, ze niektére zwiazki
lizosomotropowe sa substratami ABC transporteréw u drozdzy.

zwiazki lizosomotropowe ¢ Saccharomyces cerevisiae * surfaktanty

Summary

Lysosomotropic agents have antitumor, antifungal and antimicrobial properties. These small,
amphiphilic compounds, as weak bases, readily penetrate the lipid bilayer and diffuse into aci-
dic subcellular compartments such as lysosomes or vacuoles. The mechanism of action of lyso-
somotropic compounds can be distinct, depending on their chemical structure and/or the kind of
cells influenced. Our investigations of the influence of lysosomotropic agents on Saccharomyces
cerevisiae have lead to a partial explanation of their mechanism of action. The amphiphilic cha-
racter enables the compounds to penetrate the lipid bilayer and disturb its structure and functions
and can inhibit the activity of plasma membrane H*ATPase. The accumulation of the compo-
unds in yeast vacuoles, disrupting them and killing yeast cells, is another mechanism of action.
Lysosomotropic agents can be substrates for ABC transporters in Saccharomyces cerevisiae cells.
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Wykaz skrotow:

ABC - ATP-Binding Cassette; DM-11 - chlorowodorek estru 2-(dimetyloamino)etylowego

kwasu laurynowego; DMAL-12 - chlorowodorek N,N-dimetyloalaninianu n-dodecylowego;
DMAL-12s - szczawian N,N-dimetyloalaninianu n-dodecylowego; DMG-12 - chlorowodorek
N,N-dimetyloglicynianu n-dodecylowego; NBD-PE - N-(7-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazol-4-yl)-
1,2-diheksadekanoyl-sn-glicero-3-fosfoetanoloamina sél trietyloamoniowa; Pdr5, Snq2 i Yor1
- transportery wystepujace u drozdzy Saccharomyces cerevisiae; PYG-12 - chlorowodorek
a-pirolidynooctanu n-dodecylowego; rho* - drozdze z prawidtowym procesem oddechowym;
rho® - mitochondrialne mutanty oddechowe pozbawione catkowicie mitochondrialnego DNA

i niezdolne do oddychania na glicerolu lub etanolu; TMA-DPH - (1-(4-trimetyloaminofenylo)-6-
fenylo-1,3,5-heksatrien) p-toluenosulfonian.

1. ZwiAzKI LIZOSOMOTROPOWE

Substancje lizosomotropowe to pojgcie wprowadzone
przez de Duve’a i wsp. [10], do okreslenia zwigzkéw che-
micznych, mogacych wnika¢ do komorki i gromadzié sig
w kompartmentach komérkowych o niskim pH, takich jak
lizosomy komoérek zwierzgcych czy wakuole komérek ro-
Slinnych lub grzybowych.

Zwiazki lizosomotropowe to najczesciej stabe organicz-
ne zasady, zazwyczaj trzeciorzgdowe aminy o wartosciach
statej dysocjacji kwasowej pKa mieszczacych si¢ w prze-
dziale 5-9. Przy tych wartoSciach pKa sa one najszybcie;j
transportowane do lizosoméw lub wakuoli. Po osiagnigciu
lizosomu, amina wychwytuje proton i przechodzi w forme
zwiazku amfifilowego i — jezeli ma odpowiednia strukture
— wykazuje wilasciwosci kationowego surfaktantu oddziatu-
jac na btong lizosomalna (lub wakuolarng) i biatka blonowe.
Jednoczesnie nastgpuje podniesienie wewnatrzlizosomalne-
go pH nawet o 1,7 jednostki, co ma duzy wplyw na procesy
transportowe i funkcjonowanie lizosomu [13]. Substancje li-
zosomotropowe maja bardzo r6zna strukturg, a wspolnym jej
fragmentem jest atom azotu nadajacy czasteczce stabo za-
sadowy charakter [16]. Zalicza si¢ do nich np. chlorek amo-
nowy, N-dodecyloimidazol, fungicydy (dodyna) oraz wiele
znanych lekéw nasercowych (verapamil) [1,16,19].

Zwiazki lizosomotropowe maja zastosowanie jako leki li-
zosomotropowe, substancje odwracajace skutki opornosci
wielolekowej i fungicydy. Od lat substancje lizosomotro-
powe sa badane w terapiach przeciwnowotworowych pod
katem zdolnosci utatwiania dziatania cytostatykéw, ponie-
waz wewnatrzlizosomalne pH komdérek nowotworowych
jest prawie o 0,5 jednostki nizsze niz w komoérkach zdro-
wych [42]. Sprzyja to gromadzeniu si¢ substancji lizoso-
motropowych gtéwnie w komérkach nowotworowych [4].

Dzigki zdolnosci do przekraczania bariery krew—moézg
zwiazki lizosomotropowe sg stosowane w terapii choro-
by Creutzfeldta-Jakoba i innych chorobach prionowych.
Wykazano, ze substancje o charakterze lizosomotropo-
wym, takie jak kwinakryna, chlorokwina czy suramina,
hamuja proces akumulacji patologicznych protein w ko-
morkach nerwowych przez ich konwersje do postaci nie-
patologicznych. Inny mozliwy mechanizm dziatania tych
zwiazkéw to destabilizacja nieprawidlowo sfaldowanego
biatka na skutek podwyzszenia lizosomalnego pH [11].

Inna funkcja tego rodzaju substancji moze by¢ przeciw-
dziatanie opornosci wielolekowej, ktéra polega m.in. na
wydalaniu antybiotykéw lub cytostatykow z komorki przez
transportery ABC [14,20]. Przeciwdziatanie tej opornosci
jest uwazane za najwazniejszy problem w walce z nowotwo-
rami. Zwiazki lizosomotropowe (np. N-dodecyloimidazol)
zmieniajac przepuszczalnosé btony lizosomalnej prowadza
do uwalniania do cytoplazmy enzymoéw lizosomowych (np.
katepsyn — na ich dziatanie szczegdlnie wrazliwe sa mio-
de komorki), co w konsekwencji prowadzi do §mierci tych
komorek [4,13,14].

2. ZNANE ZWIAZKI LIZOSOMOTROPOWE, JAKO SUBSTANCJE
PRZECIWDROBNOUSTROJOWE

Jednym z lepiej znanych i opisanych w literaturze nauko-
wej zwiazkéw lizosomotropowych, ktéry wykazuje ak-
tywno$¢ bakteriobdjcza i grzybobdjcza jest chlorokwina
(CQ). Jest to 9-aminoquinolina znana od 1934 roku jako
lek przeciwmalaryczny [41]. Mechanizm dziatania chlo-
rokwiny jest uzalezniony od rodzaju patogenu, na ktéry
ten zwiazek oddziatuje, chociaz nie wszystkie mikroorga-
nizmy sa wrazliwe na chlorokwing. Zwiazek ten przenika
do wnetrza komérek, gdzie nastgpuje jego uprotonowanie
zgodnie z reguta Hendersona-Hasselbalcha [39]. Znane sa
dwa mechanizmy dziatania chlorokwiny: alkalizacja kwa-
$nych kompartmentéw w komorkach zakazonych bakteria-
mi lub grzybami albo potranslacyjne zmiany syntetyzowa-
nych biatek w komdrkach zakazonych wirusami. Po raz
pierwszy chlorokwiny uzyto jako srodka przeciwko prze-
wlektej goraczce Q. Alkalizacja wakuoli zawierajacych
bakterie Coxiella burnetti (odpowiedzialnych za goracz-
ke Q) przywracata aktywnos¢ antybiotykéw w komoérkach
[27]. Wiele innych bakterii czy grzybéw ma zdolno$¢ roz-
woju w kwasnych wakuolach i wstgpne badania wskazu-
ja na potencjalng przydatnos¢ chlorokwiny w zwalczaniu
wywotanych przez nie choréb. Na przyktad chlorokwina
hamuje wewnatrzkomoérkowe namnazanie si¢ Legionella
pneumophila, bakterii wywotujacej chorobg legionistow.
W tym przypadku chlorokwina blokuje degradacje ferry-
tyny przez kwasne proteazy, zaktdcajac metabolizm zela-
za, niezbedny do namnazania Legionella pneumophila [5].
Chlorokwina hamuje réwniez wewnatrzkomérkowy roz-
woj Mycobacetrium tuberculosis, nie tylko przez podnie-
sienie wewnatrzkomoérkowego pH, ale réwniez — podobnie
jak w przypadku Legionella — zakt6cajac metabolizm ze-
laza tych drobnoustrojéw [5]. Ponadto wykazano dziatanie
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chlorokwiny przeciw takim bakteriom jak np.: Salmonella
typhi, Bacillus anthracis, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus czy Listeria monocytogenes [2,18,29,37] i grzy-
bom Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans,
Aspergillus fumigatus [21,26].

Pochodne imidazolu, triazolu i dodyna znalazty zastosowa-
nie jako fungicydy. Ich dziatanie polega na zahamowaniu
biosyntezy steroli [17]. Inne substancje lizosomotropowe,
takie jak chlorek amonu, prokaina, feniramina wykazuja
rowniez aktywne dziatanie wobec wiruséw [7]. Zwiazki li-
zosomotropowe staja si¢ alternatywa dla silnych utleniaczy
stosowanych w procesie oczyszczania wod. Zastosowanie
chloramin o wtasciwosciach surfaktantéw zamiast chloru
daje silny efekt bakteriobdjczy i grzybobdjeczy, przy znacz-
nym obnizeniu szkodliwosci dla srodowiska [6].

3. MECHANIZM DZIALANIA ZWIAZKOW LIZOSOMOTROPOWYCH NA
PRZYKELADZIE DROZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Mechanizm toksycznego dzialania substancji lizosomo-
tropowych nie zostal w peini wyjasniony. Wiadomo, ze
zwiazki te wbudowujac si¢ w btong lizosomu, zmieniaja
jej przepuszczalnosé, a w duzych stezeniach powoduja jej
zniszczenie. Prowadzi to do wyptywu lizosomalnych, hy-
drolitycznych enzymdéw i autolizy komorki [28].

W komoérkach grzybdw istnieja analogiczne do lizosoméw
struktury — wakuole, co pozwala przypuszczac, ze grzyby
powinny by¢ zabijanie przez surfaktanty lizosomotropowe
w podobny sposoéb jak komdrki ssakéw. Hussain i wsp. [19]
badali wptyw N-dodecyloimidazolu na komérki drozdzy
Saccharomyces cerevisie. Wykazali oni, ze efektywnos¢
jego dziatania na drozdze zalezy od: pH podioza (w pH 8,0
N-dodecyloimidazol bardziej uwrazliwia komorki drozdzy
niz w pH 5,0); fazy wzrostu — wigksza wrazliwos¢ wyka-
zuja komorki we wcezesnej fazie logarytmicznej niz w fazie
stacjonarnej i od stezenia zwiazku. Pod wptywem wyso-
kich stezen tego zwigzku obserwowano w mikroskopie flu-
orescencyjnym zniszczenie wakuoli w komoérkach drozdzy.

Badania nad wptywem na komoérki drozdzy Saccharomyces
cerevisiae nowych pod wzgledem struktury zwiazkéw lizoso-
motropowych, wyjasnity w duzej mierze mechanizm dziatania
tych substancji. Trzeciorzgdowe aminoalkohole zestryfiko-
wane kwasem ttuszczowym sa to przewaznie chlorowodor-
ki izwiazki te wystepuja w takiej formie krystalicznej

Sa stabilne w trakcie przechowywania, dobrze rozpuszczal-
ne w wodzie i przez to wygodne w badaniach (ryc. 1).

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze minimalne
hamujace st¢zenie (MIC) byto najnizsze dla zwiazku DM-
11 o 11-weglowym taricuchu alkilowym. Znacznie wigksza
aktywnos¢ uzyskano w pH=8,0 w poréwnaniu do jego ak-
tywnosci w pH=6,0 (tabela 1). Taka wtasciwos¢ jest cha-
rakterystyczna dla zwigzkéw lizosomotropowych [19].

Zwiazki lizosomotropowe wykazuja dziatanie grzybosta-
tyczne, co przejawia si¢ hamowaniem wzrostu grzybow,
a po dtuzszym czasie inkubacji — jego wznowieniem przy
ich wyzszych stgzeniach. Wzrost ten moze by¢ spowodo-
wany rozcinaniem wigzania estrowego w czasteczce zwiaz-
ku lizosomotropowego przez esterazy syntetyzowane i wy-
dzielane przez drozdze [25,36].

a) DM-11
I
CH; —N— CH,CH, — O CO— Cy;Hy; -HCI
b) DMG-n
I
CH; — N— CH;— CO — O — C, Hy,; -HCI
¢) DMAL-n
CH; CH;
CH;—N—CH—CO— 0 —C, Hy,,; -HCI
d) DMAL-12s
C|H3 CH;

CH; —N—CH—COO—C;Hys ‘H,C,0,

e) PYG-12

N-CH,-COO-Cy,H,5 -HCI

Ryc. 1. Struktury chemiczne zwigzkéw lizosomotropowych: a —
chlorowodorek estru 2-(dimetyloamino)etylowego kwasu
laurynowego (DM-11); b — chlorowodorek N,N-dimetyloglicynianu
n-dodecylowego (DMG-n); ¢ — chlorowodorek N,N-
dimetyloalaninianu n-dodecylowego (DMAL-12); d — szczawian
N,N-dimetyloalaninianu n-dodecylowego (DMAL-12s); e —
chlorowodorek a-pirolidynooctanu n-dodecylowego (PYG-12),
gdzie n=10, 12, 14, 16 jest liczba atoméw wegla w taficuchu
alkilowym

Ponadto wykazano, ze aminoester DM-11 hamuje aktyw-
nos¢ H*-ATPazy btony komoérkowej in vivo (ryc. 2) i in
vitro, jak réwniez transport aminokwaséw ([**C] leucyny)
do komorki drozdzy [31,35,43].

Zwiazki lizosomotropowe, takie jak np. wolne trzecio-
rz¢gdowe aminoestry znajduja si¢ w stanie réwnowagi dy-
namicznej ze swoimi uprotonowanymi formami w pK,.
Réwnowaga ta jest zalezna od pH roztworu. W srodowi-
sku kwasnym (tj. przy nizszym pH) preferowana jest for-
ma uprotonowana. W srodowisku alkalicznym aminoestry
wystepuja w formie nieuprotonowanej i moga swobodnie
przenikaé przez blone komdrkowa, umiejscowiajac sig
w kwasnych kompartmentach komérki drozdzy (np. wa-
kuolach) [16,19].

Badania nad aminoestrami (ryc. 1) — pochodnymi gli-
cyny i alaniny (chlorowodorek N,N-dimetyloglicynianu
n-dodecylowego (DMG-12) i chlorowodorek N,N-
dimetyloalaninianu n-dodecylowego (DMAL-12)) wykazaty,
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Tabela 1. Minimalne hamujace stezenie (MIC) aminoestru DM-11 dla
szczepu Saccharomyces cerevisiae prawidtowo oddychajacego
(rho*) i mitochondrialnego mutanta oddechowego rho° [31]

Tabela 2. Wptyw aminoestrow DMG-n i DMAL-n na aktywno$¢ H*-
ATPazy btony komérkowej i ATPazy mitochondrialnej drozdzy
Saccharomyces cerevisiae (in vitro), gdzie n=10, 12, 14, 16
atomow wegla w taricuchu alifatycznym [32]

I* zwigzku (pM)
Zwiqzek MIC (I'IM) H*-ATPaza H*-ATPaza
wWpH 6 btony . X
" . mitochondrialna
komorkowej

DMG-10 160 128 250
DMG-12 40 25 230
DMG-14 80 54 nie hamuje
DMG-16 >320 320 nie hamuje
DMAL-12 40 8 nie hamuje
DMAL-12s 80 17.5 nie hamuje

|,,* — stezenie zwigzku, ktore hamuje 50% aktywnosci enzymu.

. MIC [uM]
Zwiazek
pH rho* rho’
DM-11 6,0 140 120—>140*
8,0 40—>40* 10—>40%
*Wzrost po 9 dniach.
P ey 18 ' lomizom | e [H] [mmal]
M - 0,0090
.,X\;%;
580 - ° J 0,0065
amm
a0 4 10,0035
J o,0010
5,00 L 1 ‘
0s 20
okresy zakwaszania 3 b c
[nmal H¥min myg] 12,36 145 548

Ryc. 2. Aktywnos¢ H*-ATPazy btony komérkowej drozdzy Saccharomyces
cerevisiae (in vivo) w obecno$ci DM-11 (70 uM). Strzatki wskazuja
kolejne dodawanie substratéw (w stezeniach koricowych): Y —
komérki drozdzy (2 mg suchej masy), G — glukoza (200 mM),
DM-11 (70 pM), KCl (100 mM). Gruba linia — pH, cienka linia —
stezenie [H*] [31]

ze zwiazki te w kwasnym pH (uprotonowane) dziataja na
H*-ATPaz¢ btony komérkowej drozdzy. Najaktywniejsze sa
zwiazki z 12-weglowym laricuchem alkilowym (tabela 2)
[32]. Natomiast te same aminoestry nie wykazuja hamuja-
cego dziatania wobec ATPazy mitochondrialnej lub jej ak-
tywnos$¢ jest hamowana dopiero w wysokich stezeniach tych
zwigzkow. Mozna to wyjasnic tym, ze w wyzszym pH (pH
9,0), w ktérym aktywnos$¢ ATPazy mitochondrialnej droz-
dzy byta testowana, aminoestry sa w przewazajacej czgsci
w nieuprotonowanej formie nieaktywnej. Mozna zatem su-
gerowad, ze wolne aminoestry nie dziataja na ATPaze mito-
chondrialna, a nieznaczny poziom inhibicji moze by¢ zalezny
od uprotonowanych form obecnych jako mniejszy iloscio-
wo sktadnik w zréwnowazonej mieszaninie (tabela 2) [32].

Hamujace dziatanie aminoestréw na H*-ATPaz¢ blony ko-
moérkowej drozdzy [32,33,34] zostato réwniez potwierdzone
w tescie in vivo wg Kotyka [22]. Po dodaniu do zawiesiny
komorek drozdzy glukozy (ktéra indukuje transport pro-
tonéw przez H*-ATPaze blony komdrkowej drozdzy), ob-
serwowany byl spadek pH Srodowiska zewnetrznego. Jest
on miarg aktywnosci tego enzymu [22]. Dodanie amino-
estru (40 uM DMG-12) powodowato zahamowanie wyrzu-
cania protonéw przez H*-ATPazg btony komérkowej droz-
dzy (ryc. 3a), a przy wyzszym st¢zeniu (80 uM DMG-12)
réwniez niewielki wzrost pH §rodowiska (ryc. 3b).

Wykazano réwniez, ze aminoestry sa inhibitorami transpor-
tu [“C] leucyny do komérki drozdzy. Zwiazek DMAL-12s
w stezeniu dwa razy wyzszym niz MIC (160 uM) hamowat

[H]
IDMG 12 40pm Kl [rmmalA]

=%
m s S, oo

550 pH == %
- /
e [

450 - %‘%w T 4 ooz
a0 2 F,
P e,
— Smenad] 101
1 1
10 55 tfrin) )

okresy zakwaszania () (b} (ol
[nmol H*f minmo] 8137 241 16295 A
G D| T T [HY]
0 [ s DMG=12 (80 Lh1) Kl [mmold]
57 s ! - 40070
. o
eal w . / { oos0
'1’% N I A
K . b, L7
45 a& REE, v - 0,025
e T
i s
...... o T ag] 0,005
4,1E 1 1 i
05 3.0 54 timin] 80
okresy zakwaszania  (a) (b) c)
[nrnol H¥min mg] 58,22 -18,31 55,47 B

Ryc. 3. Aktywnos¢ H*-ATPazy btony komérkowej drozdzy Saccharomyces
cerevisiae (in vivo) w obecnosci: A — DMG-12 (40 uM); B — DMG-
12 (80 pM). Strzatki wskazuja kolejne dodawanie substratéw
(w stezeniach koricowych): Y — komérki drozdzy (2 mg suchej
masy), G — glukoza, (200 mM), DMG-12 (40 lub 80 pM), KCI (100
mM). Gruba linia — pH, cienka linia — stezenie [H*] [34]

transport tego aminokwasu w okolo 60%. Natomiast
w obecnosci 320 uM badanego zwiazku hamowanie trans-
portu [*C] leucyny wynosito 97% (ryc. 4) [33].

Podczas badari wptywu aminoestrow na pH w cytoso-
lu i wakuoli u drozdzy, stwierdzono, ze w zaleznosci od
struktury, zwiazki te dziataja w dwojaki sposéb: moga
wywotywaé wzrost fluorescencji kwinakryny (jednego
ze wskaznikéw pH) w catej komoérce (to znaczy obnizac
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Ryc. 4. Transport [C] leucyny w komdrkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae w obecnosci
aminoestru DMAL-12s (szczawianu N,N-
dimetyloalaninianu n-dodecyloweqo) [33]

—e— Kaontrola

-- & - BOpM DMAL 125
- -a— 1B0LM DMAL 125
—e— 320 puhvi DMAL 125

: >

Ryc. 5. Mikrofotografie komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae
(kontrast Nomarskiego A i C) i odpowiadajace jej mikrofotografie
fluorescencyjne (B i D) — komérki poddane dziataniu aminoestréw
lizosomotropowych (A, B—PYG-12iC, D — DM-11) i wybarwione
kwinakryna [23]

pH), jak w przypadku DM-11 [40] lub typowo dla zwiaz-
kéw lizosomotropowych, powodowa¢ alkalizacje wakuoli,
jak PYG-12 (ryc. 5) [24].

Zakwaszenie cytosolu prawdopodobnie jest spowodowa-
ne zahamowaniem aktywnos$ci H*-ATPazy btony komér-
kowej drozdzy przez aminoestry i zablokowaniu wypom-
powywania protonéw z komorki (tabela 3). Te zwiazki,
ktére powodowatly wzrost pH w wakuolach, oddziatywa-
ty na wakuolarna ATPaz¢ blokujac transport protonéw do
wakuoli (ryc. 5) [23].

Zmiany morfologiczne w komodrkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae pod wpltywem dziatania ami-
noestru DMAL-12 (chlorowodorku N,N-dimetyloalaninianu
n-dodecylowego) w pH 6,0 analizowano na elektrono-
gramach z transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(ryc. 6) [30]. W komérkach drozdzy obserwowano zmia-
ny w strukturze wakuoli, tj. duze nagromadzenie wtrgtéw

Tabela 3. Wptyw aminoestrow PYG-12 i PYG-14 na aktywnos¢ H*-
ATPazy btony komdrkowej i ATPazy mitochondrialnej drozdzy
Saccharomyces cerevisiae (in vitro)

| 50* zwiazku (pM)
Zwigzek H*-ATPaza btony H*-ATPaza
komorkowej mitochondrialna
PYG-12 10,5 nie hamuje
PYG-14 16,5 nie hamuje

|,* — stezenie zwigzku, ktdre hamuje 50% aktywnosci enzymu.

wewnatrzcytoplazmatycznych, by¢ moze kropli lipidowych.
Takich zmian nie obserwuje si¢ w komoérkach inkubowa-
nych bez dodatku tego zwiazku (kontrola). Natomiast w ko-
morkach drozdzy namnazanych w pH 8,0, w obecnosci ba-
danego aminoestru wakuole (prawdopodobnie w starszych
komorkach), ulegaja dezintegracji, podczas gdy w miodych
komorkach maja jednolita elektronowo gesta strukture.

Zwiazki o charakterze amfifilowym, maja w swojej struktu-
rze czgs$¢ hydrofilowa i hydrofobowa, moga wbudowywacd
si¢ w dwuwarstwe lipidowa bton komérkowych. Aminoestry
lizosomotropowe zostaty przebadane pod katem zdolnosci
wbudowywania si¢ w blong liposomowa, sktadajacg si¢ z li-
pidéw wyizolowanych z plazmalemy drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. W badaniach tych zastosowano znaczniki fluore-
scencyjne, umiejscowiajace si¢ w réznych regionach dwu-
warstwy lipidowej: NBD-PE i TMA-DPH [12]. Zwiazek
DM-11 o 11 atomach wegla w taiicuchu alkilowym wbu-
dowywat si¢ w dwuwarstwe lipidowa na poziomie TMA-
DPH, czyli ponizej czwartego wegla taiicuchéw alkilowych
fosfolipidéw btonowych. Wraz z wydtuzaniem si¢ lub skra-
caniem dtugosci farcucha alkilowego w czasteczce amino-
estru, obserwowane zmiany fluorescencji TMA-DPH byty
mniejsze. Sadzi sig, ze zwiazek DM-9 nie wnikal w glebsze
regiony dwuwarstwy liposomowej, co potwierdzita réwniez
wyzsza warto$¢ zmian intensywnosci fluorescencji sondy
NBD-PE, umiejscowiajacej si¢ w regionie przypowierzch-
niowym dwuwarstwy (ryc. 7).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna rozpatrywac kil-
ka mozliwych mechanizméw dziatania badanych zwiazkéw
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Ryc. 6. Elektronogramy komérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae
z transmisyjnego mikroskopu elektronowego [30]. Komdrek
drozdzy inkubowanych w YPG: A — w pH 6,0 bez suplementacji
zwigzku DMAL-12 (kontrola); B — w obecnosci 40 uM DMAL-12;
C—w pH 8,0 bez zwiazku DMAL-12 (kontrola); D — w obecnosci
5 pM DMAL-12; v — wakuola; | — krople lipidowe; N — jadro
komarkowe; m — mitochondria

lizosomotropowych na aktywnos$¢ H*-ATPazy btony ko-
morkowej drozdzy.

Po pierwsze aminoestry jako zwiazki o charakterze am-
fifillowym moga wbudowywacé si¢ swoim taricuchem hy-
drofobowym w podwéjna warstwe lipidowa btony komor-
kowej, wowczas czgs¢ hydrofilowa, zawierajaca dodatnio
natadowany atom azotu, pozostajac na powierzchni btony
komoérkowej i konkurujac z protonami transportowanymi
przez H*-ATPazg btony komdrkowej o miejsce w czgsci
polarnej dwuwarstwy, hamuje aktywnos¢ tego enzymu.

Po drugie aminoestry lizosomotropowe moga bezposred-
nio oddziatywaé na H*-ATPaze btony komérkowej drozdzy,
blokujac hydroliz¢ ATP i transport protonéw z komorki.

Po trzecie, na skutek wnikania aminoestréw w dwuwarstwe
lipidowa, blona komérkowa staje si¢ bardziej przepuszczal-
na dla protonéw i innych jonéw, a w zwiazku z tym réznica
potencjatéw migdzy wewngtrzng a zewnetrzng strong btony
moze ulegaé zmianie, co z kolei moze by¢ przyczyna hamo-
wania aktywnosci H*-ATPazy blony komdérkowej drozdzy.
Za ta hipoteza przemawia to, ze dodanie aminoestréw do
zawiesiny drozdzy powoduje nie tylko zahamowanie spad-
ku pH spowodowane naturalng aktywnoscia H*-ATPazy

02 OTMA-DPH
0.15 - ENBD-PE

Zmiany intensywnosd fluorescencji

kontrola DM9 DM11 DM13 DMI13s

aminoestry lizosomotropowe

Ryc. 7. Zalezno$¢ zmian intensywnosci fluorescencji TMA-DPH i NBD-PE
od rodzaju whudowywanych do btony liposomowej (zbudowanej
zlipidéw z plazmalemy drozdzy) aminoestrow lizosomotropowych

btony komérkowej drozdzy, ale takze jego wzrost, czasem
az do wartosci wyjsciowej (ryc. 2). Oznaczatoby to obnize-
nie fadunku dodatniego na zewnatrz btony, prawdopodob-
nie na skutek przenoszenia protonéw do wnetrza komorki.

Zmiang tadunku powierzchniowego btony liposomowe;j
udowodniono w pomiarach zmian fluorescecji fluoresce-
iny-PE pod wptywem aminoestréw. Zwiazki te powodo-
waty zmniejszenie dodatniego tadunku na powierzchni
liposoméw, co §wiadczyto o wzroscie lokalnego, przybto-
nowego odczynu Srodowiska.

Biatka genéw PDR (pleiotropic drug resistance) tworzace
u Saccharomyces cerevisiae ztozona sie¢ pomp ABC i re-
gulatoréw transkrypcyjnych, kontrolujacych ich ekspre-
sj¢, ktore sa analogami ssaczych biatek MDR odpowia-
dajacych m.in. za zjawisko opornosci wielolekowej [3].
Zwiazki lizosomotropowe, moga hamowa¢ aktywnos¢
transporterow ABC [38]. Inhibitory transporteréw ABC
moga oddzialywaé na pompy jonowe w dwojaki sposéb,
poprzez specyficzne oddziatywanie z tymi biatkami, za-
ktocajac ich aktywnosé lub wptywajac na zZrédto energii
dla pomp (synteze ATP). Ponadto moga hamowac aktyw-
nos¢ H*-ATPazy poprzez wplyw na fosfolipidy blonowe
i zwiekszenie przepuszczalnosci btony dla matych nieelek-
trolitéw i kationow [8,9,15].

Przetestowano wiele zwigzkéw lizosomotropowych pod
wzgledem ich toksycznosci dla mutantéw delecyjnych
Saccharomyces cerevisiae pozbawionych zaréwno poje-
dynczych pomp ABC — Pdr5, Snq?2 oraz Yorl, jak rowniez
z delecjami podwdjnymi i potrdjnymi w réznych kombi-
nacjach. Niektére zwiazki lizosomotropowe, na przyktad
DM-11 lub DM-13 s3 substratami poszczegdlnych pomp,
ktére wypompowuja je poza komoérke [38,44].

Uzyskane przez nas wyniki wykazaty, ze zwiazki lizoso-
motropowe hamuja wzrost drozdzy, aktywnos$¢é H*-ATPazy
btony komérkowej, transport aminokwasOw oraz sa sub-
stratami wybranych transporteréw ABC.

Przedstawiony stan badai w pracy wskazuje na mozliwos¢
zastosowania substancji lizosomotropowych zar6wno w me-
dycynie: jako leki w terapii przeciwnowotworowej, fungi-
cydy i srodki dezynfekcyjne w zwalczaniu patogenéw oraz
w rolnictwie jako srodki ochrony roslin.
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