Zastosowanie chiralnych cieczy jonowych zawierajacych

pochodng (1R,25,5R)-(-)-mentolu

DZIEDZINA TECHNIKI

Wrynalazek dotyczy nowego zastosowania chiralnych cieczy jonowych zawierajacych
pochodna (1R,2S5,5R)-(—)-mentolu do wytwarzania srodka lub preparatu do leczenia lub

profilaktyki infekcji grzybicznych w szczegolnosci wywolanych przez Candida albicans.
STAN TECHNIKI

W ostatnich latach zakazenia grzybicze stajg si¢ coraz czgstszym problemem klinicznym
w medycynie ludzkiej. Stosowanie tych samych grup lekow prowadzi do wysokiej opornosci
lekowej, co w konsekwencji utrudnia leczenie grzybic. Najczestszym czynnikiem etiologicznym
zakazen grzybiczych sg grzyby z rodzaju Candida, a w szczegbdlnosci Candida albicans (nazwa

polska — bielnik bialy).

C. albicans stanowi naturalng mikroflor¢ organizmu czlowieka, gdzie znajduje doskonale
warunki bytowania, w tym odpowiednia wilgotnos¢ i temperaturg oraz obfitos¢ pozywienia.
Zasiedla glownie blony sluzowe przewodu pokarmowego u ok. 30% populacji ludzkiej, jame
ustng u 10-50% populacji ludzkiej oraz pochwe u 10-42% zdrowych kobiet. W mniejszym
stopniu wystepuje takze na skorze ludzkiej 5% populacji, nie czyniac szkody gospodarzowi.

W pewnych stanach fizjologicznych organizmu moze prowadzi¢ do powaznych infekcji, dlatego

tez zaliczany jest to patogenow oportunistycznych.

Czynnikami zwickszajacymi ryzyko infekcji C. albicans sa skomplikowane zabiegi
chirurgiczne, implantacja, hemodializa, stosowanie odzywiania pozajelitowego z uzyciem
cewnikow dozylnych, przewlekle leczenie antybiotykami i kortykosteroidami, prowadzace do
wyniszczenia naturalnej mikroflory gospodarza, a takze choroby powodujace obnizenie

odpowiedzi immunologiczne] organizmu, takie jak AIDS, nowotwory czy cukrzyca.

Problemem jest rosnaca opornos¢ C. albicans na dotychczas stosowane leki

przeciwgrzybiczne, co sprawia, iz wickszosc¢ terapii jest nieskuteczna [Pfaller M. A, Antifungal



drug resistance: mechanisms, epidemiology, and consequences for treatment, The American
Journal of Medicine, 125, 2012, S3-S13]. Sklania to do poszukiwan nowych, alternatywnych
lekéw przeciwgrzybicznych, ktore zmniejszylyby koniecznos¢ stosowania antybiotykow,

wyniszczajacych endogenng florg bakteryjng.

Chorobotworczosc C. albicans, jak wszystkich patogenow, warunkowana jest przez ich
wirulencj¢. Wszystkie cechy drobnoustrojow usprawniajace kolonizacje komoérek gospodarza,
namnazanie i rozprzestrzenianie w nim, co w konsekwencji prowadzi do rozwoju choroby,
nazywane sa czynnikami wirulencji. Na wirulencj¢ C. albicans skladaja si¢: zdolnos¢ do
filamentacji, adhezji oraz tworzenia biofilméw, a takze transformacja morfologiczna,

przelaczanie fenotypowe oraz wydzielanie proteinaz, fosfolipaz i endotoksyn.

Zdolnos¢ przejscia formy drozdzowej w mycelialng (strzgpki 1 pseudostrzepki) nazywamy
filamentacja. Odréznienie poszczegodlnych form C. albicans jest mozliwe poprzez obserwacje
ksztaltu komorek [Kim J., Sudbery P., Candida albicans, a major human fungal pathogen, The
Journal of Microbiology, 49, 2011, 171-177]. Podstawowa formg jest owalna komorka
drozdzowa (Rys. 1a). Pseudostrzepki (Rys. 1b) tworza polaczone ze soba, wydluzone komorki,
przyjmujace ksztalt galgzek”, natomiast strzepki (Rys. 1¢) charakteryzujg si¢ wystgpowaniem
wydhizonych struktur. Transformacja morfologiczna migdzy tymi formami zachodzi w sposéb
odwracalny, przy czym czgsciej obserwuje si¢ przejscie formy drozdzowe) w prawdziwe

strzepki 1 pseudostrzepki 1 na odwrdt, niz zmiang form pseudostrzepkowych w strzgpkowe.

C. albicans, przylega do wielu powierzchni biotycznych i abiotycznych. Konsekwencja
tego jest tworzenie biofilmow, czyli ztozonych wielokomorkowych struktur zanurzonych
w polimerycznej otoczce. Zakazone w ten sposob implanty stanowia istotny problem
w medycynie, poniewaz staja si¢ zrodlem wtornego zakazenia i musza zosta¢ operacyjnie
usunigte z organizmu. Kolejnym problemem staje si¢ wysoka odpornos¢ komoérek budujacych
biofilm na odpowiedz ukladu immunologicznego gospodarza oraz stosowane czynniki

przeciwgrzybiczne, przez co terapie stajg si¢ nieskuteczne.

W polskim opisie patentowym PL176383 (B1) ujawniono nowe pochodne kwasu D-trans-
2,3 -epoksybursztynamoilo-L-2,3-diaminopropanowego, ktore wykazujg wysoka aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa w szczegolnosci zas przeciwgrzybowa w stosunku do grzybow C.

albicans.

Z kolei z europejskiego opisu patentowego nr EP0832649 (B1) znana jest
przeciwgrzybiczna kompozycja zawierajaca imidazol oraz czwartorzgdowg sol amoniowa, ktora
moze dodatkowo zwigkszy¢ skutecznos¢ przeciw grzybom C. albicans 1 ma silne dziatanie

terapeutyczne.



Z polskiego opisu patentowego PL 212371 (B1) znane sg chiralne chlorki (1R.25,5R)-(-)-
mentoksymetylopirydyniowe zawierajgce optycznie czynny komponent (1R,25,5R)~(-)-
mentolu. Sposob wytwarzania tych soli polega na tym, ze pirydynge lub jej pochodne poddaje si¢
reakcji z eterem chlorometylowo[(1R,2S,5R)-(-)-(1R,2S,5R)-(-)-mentolowym| w stosunku
molowym 0,5-2,5 w temperaturze od 273 do 373K w obecnosci rozpuszcezalnika organicznego

lub bez rozpuszczalnika.

Z polskiego opisu patentowego PL 212804 (B1) znane sa chiralne chlorki 1-
alkoksymetylo-3-[(1R,2S,5R)-(—)-mentoksymetylo]imidazoliowe jako $rodki dezynfekcyjne.

Z publikacji J. Pernak, J. Feder-Kubis ,,Synthesis and properties of chiral ammonium-based
ionic liquids™ [Chem. Fur. J., 11, 4441-4449 (2005)] znane sa z kolei chiralne ciecze jonowe
zawierajace kation amoniowy z komponentem (1R,2S5,5R)-(—)-mentolu oraz z anionem
chlorkowym. Sole przedstawione sa wzorem 1: [AmRMentol] "Cl", w ktérym, R oznacza grupe
alkilowa C,H,,.;, gdzie n wynosi 1-12, natomiast pozostale grupy aminowe to podstawniki:
CHs. Sa to zwiazki hydrofilowe, bardzo silnie higroskopijne, o zawartosci zwiazku

powierzchniowo czynnego mieszczacego si¢ w granicach: 96,5-99.9%.
SZCZEGOLOWY OPIS WYNALAZKU

Istota wynalazku jest zastosowanie chiralnych cieczy jonowych zawierajacych pochodna

(1R2S8,5R)-(-)-mentolu o wzorze I
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w ktorym:
R - oznacza grupe alkilowg C,H,,+1, gdzie n wynosi 10-12
jako srodka o dzialaniu przeciwgrzybicznym, w szczegolnosci wobec Candida albicans.
Korzystnie dzialanie przeciwgrzybiczne obejmuje aktywnos¢ fungistatyczng i/lub
grzybobojcza.
Korzystnie $rodek o dzialaniu przeciwgrzybicznym stanowi srodek grzybobdjczy do

dezynfekeji powierzchni.



Korzystnie chiralne ciecze jonowe zawierajace pochodng (1R,2S5,5R)-(-)-mentolu o wzorze

ogolnym okreslonym w zastrzezeniu 1 stosuje si¢ w postaci czystych zwigzkow uzytych w

temperaturze 37°C.

Aktywnos¢ przeciwgrzybiczng przetestowano w oparciu o trzy chiralne ciecze jonowe z

podstawnikiem (1R,2S,5R)-(—)-mentolowym (tabela 1).

Tabela 1. Numery, nazwy systematyczne, wzory chemiczne, strukturalne oraz masy molowe

testowanych cieczy jonowych amoniowych.

N W2zér strukturalny i nazwa systematyczna Wzér Masa molowa
umer
cieczy jonowych amoniowych sumaryczny [g/mol]
CroHz1 CxHysNOCI 389.5
147 é\o /\ ?:1 / 231148
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PN
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Chlorek [(1R,2S,5R)-(—)-mentoksymetylo [dimetyloundecyloamoniowy
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Chlorek dodecylo[(1R,2S,5R)-(-)-mentoksymetylo |Jdimetyloamoniowy

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze chiralne ciecze jonowe wykazuja

aktywnos$¢ przeciwgrzybiczng w szczegolnosci wobec C. albicans, gldownie poprzez

zahamowanie filamentacji grzybni. C. albicans wywoluje grzybice (kandydozy)

powierzchniowe i1 ukladowe. Powierzchniowe zakazenia dotyczg skéry 1 paznokei oraz blon

sluzowych jamy ustnej 1 gardla (oropharyngeal candidiasis, OPC), przelyku, jelit, pochwy




(vulvovaginal candidiasis, VVC) [Ruhnke M.: Skin and mucous membrane infections. Candida
and candidiasis, red. R.A. Calderone, ASM Press, Washington, 2002, 307-325]. Do rozwoju
ukladowej kandydozy dochodzi na drodze inwazji grzyba do krwi 1 rozsiewu do narzadow

1 tkanek. Ukladowe kandydozy maja czesto charakter endogenny, gdzie zrodlem zakazenia jest
wlasna flora Candida sp. [Kullberg B.J., Filler S.G.: Candidemia. Candida and candidiasis, red.
R.A. Calderone, ASM Press, Washington, 2002, 327-340].

Nieoczekiwanie okazalo si¢, z¢ MFC (minimalne stgzenie grzybobojcze) badanych cieczy
jonowych w temperaturze 37°C jest nizsze niz w temperaturze 28°C pomimo iz MIC
(minimalne st¢zeniec hamujace wzrost) w temperaturze 37°C bylo nieznacznie wyzsze od
wartosci MIC w temperaturze 28°C, co tym samym potwierdza wyzsza aktywnos¢
grzybobdjcza badanych cieczy jonowych w wyzszych zakresach temperatur. Wartos¢ MIC
obrazuje zahamowanie wzrostu populacji grzyba, lecz to wartos¢ MFC wskazuje stezenie
zwigzku, ktore calkowicie eliminuje komorki mikroorganizmu, tym samym zwykle wartosé¢
MFC jest wyzsza od MIC. Testowane ciecze jonowe okazaly si¢ bardziej zabdjcze dla komorek
filamentujgcych niz drozdzowych co by¢ moze spowodowane jest wigkszym powinowactwem
zwiagzkow do oslon komorkowych filamentéw niz komérek drozdzowych. Jednym z
proponowanych mechanizmdw dziatania cieczy jonowych jest rozpuszczanie przez nie sciany

1 blony komorkowej grzyba.

Przedmiot wynalazku zostal blizej przedstawiony w przykladach jego realizacji oraz na

zalaczonym rysunku, na ktérym Rys. 1 przedstawia stan techniki, a Fig. 1 ilustruje wplyw

cieczy jonowe] w stezeniu 25uM na filamentacj¢ C. albicans.

Do badan nad aktywnoscig przeciwgrzybiczng wybrano trzy szczepy C. albicans,
pochodzacych z kolekeji Zakladu Biotransformaciji, Wydzialu Biotechnologii, Uniwersytetu

Wroclawskiego. Stanowily je:
1. C. albicans SC5314 (izolat kliniczny),
2. C. albicans CAF2-1 (Aura3::imm434/URA3),
3. C. albicans CAF4-2 (Aura3::imm434/Aura3.: imm434).

Czyste hodowle badanych szczepdw utrzymywano do doswiadczen na podlozu stalym YPD w

4°C 1 przesiewano co 2 tygodnie.
PRZYKLADY WYKONANIA
Przyklad 1: Wyznaczanie warto$ci MIC

Wartos¢ MIC (ang. minimal inhibitory concentration) to najmniejsze st¢zenie hamujace

wzrost danego szczepu mikroorganizmu przez dany zwigzek. Wartosci MIC dla danych



szczepow C. albicans dla poszczegdlnych cieczy jonowych zostaly wyznaczone zgodnie z
wytycznymi Clinical and Laboratory Standards Institute [Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeast. Approved Standard. M27-A3 28. 3rded. Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standards Institute; 2008]. Na plytke nanoszono po 50 ul 2x stezonego
podloza YPG oraz 50 ul jalowego, rozpuszczonego w wodzie zwigzku badanego, o stgzeniu
dwukrotnie wyzszym od zadanego, tak by uzyska¢ w dotku 100 pl 1x stgZzonego podloza
wzbogaconego o testowany zwigzek o zadanym stezeniu. Dotki kontrolne stanowito 100 ul 1x
stezonego podioza. Kazdy dolek zaszczepiano 24-godzinng hodowla danego szczepu C.
albicans, tak by gestos¢ optyczna zawiesiny w dolku wynosita 0,01. Plytki inkubowano 24
godziny w 28°C oraz 37°C bez wytrzasania. Po tym czasie odczytywano wyniki poprzez pomiar
gestosci optyczne] zawiesiny w doltkach. Pomiaréw dokonywano za pomocg czytnika

mikroplytek Asys UVM 340 (Biogenet) przy fali o dlugosci 600 nm.

W tabeli 2 przedstawiono wyniki w postaci wartosci MIC [uM] badanych chiralnych
cieczy jonowych dla 28°C oraz 37°C dla danych szczepdw C. albicans.

Tabela 2. Wartosci MIC [uM] badanych cieczy jonowych amoniowych dla 28°C oraz 37°C dla

danych szczepow C. albicans

Ciecz jonowa/C. albicans SC 5314 CAF 2-1 CAF 4-2
MICyg [uM] 7.5 7.5 7.5
1.47
MIC;; [uM]

1.22

MICys [uM]

MIC;; [uM]

10

75

75

Testowane szczepy C. albicans byly najbardziej wrazliwe na sol oznaczona 1.52. Forma
filamentujaca grzyba okazala si¢ bardziej oporna lub tak samo wrazliwa na stosowane zwigzki
(MIC w temperaturze 37°C) jak forma drozdzowa (MIC w temperaturze 28°C). Izolat kliniczny
SC 5314 wydaje si¢ by¢ nieznacznie bardziej oporny na testowane zwiazki niz szczepy

laboratoryjne CAF 2-1 1 CAF 4-2.
Przyklad 2: Wyznaczanie warto$ci MFC

Wartos¢ MFC (ang. minimal fungicidal concentration) to minimalne st¢Zenie
grzybobdjcze. Pozwala ono odrozni¢ biostatycznos¢ od biobodjczosci danego zwigzku

o zadanym stezeniu w stosunku do danego szczepu mikroorganizmu. Po 24-godzinnej inkubacji



hodowli C. albicans z odpowiednim stgzeniem cieczy jonowych w 96-dotkowych plytkach,
pobierano po 2 pl z okreslonych dotkdéw 1 wysiewano metoda "spot-test" na podloze stale YPG.
Po 24 godzinnej inkubacji w 28°C oraz 37°C dokonywano wizualnej oceny wzrostu. Stgzenie
danego zwigzku, ktore spowodowalo brak widzialnego wzrostu danego szczepu C. albicans

zostalo okreslone jako MFC.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki w postaci wartosci MFC [uM] badanych cieczy jonowych

amoniowych dla 28°C oraz 37°C dla danych szczepow C. albicans.

Tabela 3. Wartosci MFC [uM] badanych cieczy jonowych amoniowych dla 28°C oraz 37°C dla

danych szczepow C. albicans.

Ciecz jonowa/C. albicans SC 5314 CAF 2-1 CAF 4-2
MFCys [uM] 20 20 30
1.47
MFCs;; [uM]

_-_I

MFCys [uM]
1.22

MFCs; [uM] 10 75 75

Szczepy C. albicans SC 5314 1 CAF 2-1 byly najbardziej wrazliwe na ciecze jonowel.52 oraz
1.22. Bardziej oporny okazat si¢ szczep CAF 4-2. Jednak nawet najwyzsze, zabijajace stgzenie
cieczy 1.47-30 uM jest stezeniem niskim, wskazujagcym na potencjalne zastosowanie tego

zwiazku jako grzybobojczego.
Przyklad 3: Wplyw cieczy jonowych na biofilm C. albicans na podlozu polistyrenowym

W celu okreslenia poziomu odrywania biofilmu tworzonego po 2 godzinach przez
poszczegodlne szezepy C. albicans z polistyrenu, przygotowywano zawiesing komorek C.
albicans w buforze PBS 0 ODgy = 0,6 (wykazano, ze komédrki C. albicans w takim
zageszezeniu adhezuja najlepiej [Janek T. Lukaszewicz M., Krasowska A., Antiadhesive activity
of pseudofactin-biosurfactant secreted by arctic bacteria Pseudomonas fluorescens BD5, BMC
Microbiology, 12, 2012, 24-29)]. 100 ul tak przygotowane] zawiesiny nanoszono do kazdego
dolka jatowej, 96-dotkowej plytki 1 wytrzasano (300 rpm) przez 2h w 37°C. Po tym czasie
odlewano supernatant, a dolki przemywano dwukrotnie buforem PBS. Nastgpnie nanoszono po
100 wl roztworu danego zwigzku o danym stezeniu do kazdego dolka i wytrzasano przez 2h w
37°C. Po tym czasie odlewano supernatant 1 przeptukiwano buforem PBS kazdy dolek.

Nicodmyte komoérki wybarwiano 100 ul 0,1% roztworem fioletu krystalicznego (5 min., temp.



pokojowa). Odlewano supernatant, a kazdy dolek przepltukiwano trzy razy buforem PBS. Osad

rozpuszczano nastgpnie 0,05M HCl z 1% SDS w izopropanolu i mierzono absorbancje¢ przy

dlugosci fali 600 nm za pomoca czytnika mikroplytek Asys UVM 340 (Biogenet).

W tabelach 4, 5, 6 okreslono procentows ilos¢ komorek tworzacych biofilm po traktowaniu

poszczegdlng cieczg jonowa.

Tabela 4. Procentowa ilos¢ komorek tworzqcych biofilm po traktowaniu cieczq jonowq 1.47.

Odchylenie standardowe = SD (n=3)

1.47 [nM]
Szczep
0,1 1 10 100
SC5314 93,50 £ 2,37 95,77 £ 2,37 64,28 £ 1,94 64,54 £ 1,86
CAF2-1 96,01 + 0,38 74,69 £ 524 68,59 £ 4,62 69,60 + 6,25
CAF4-2 62,43 £ 6,34 62,94 £ 2.68 4729 £ 1,65 31,62+ 145

Tabela 5. Procentowa ilos¢ komorek tworzgcych biofilm po traktowaniu cieczg jonowq 1.52.

Odchylenie standardowe = SD (n=3)

1.52 [uM]
Szczep
0,1 1 10 100
SC5314 93,01 £4,05 92,81 £0,63 54,94 £2.57 60,76 + 1,03
CAF2-1 100,03 + 0,32 98,51 +£0,13 58,00 £ 7,63 61,99 £ 6,22
CAF4-2 79,63 £2,18 64,49 £2.05 62,77 £3,27 66,88 £ 0,51

Tabela 6. Procentowa ilos¢ komorek tworzgcych biofilm po traktowaniu cieczg jonowq 1.22.

Odchylenie standardowe = SD (n=3)

1.22 [uM]
Szczep
0,1 1 10 100
SC5314 89.85+ 1,46 97,10 £ 3,38 55,83 £0,26 33,14 £0,92
CAF2-1 48,45+ 271 38,19+ 0,88 37,60 £1,16 39,38 4,69
CAF4-2 67,43 +£4,73 55,65+ 1,69 54,58 £ 6,57 48,01 £2,30

Ciecze jonowe 1.521 1.22 w stezeniu 10 uM odrywaja biofilm wszystkich testowanych
szczepow w 40-50%. Zwigzek 1.47 likwiduje biofilm w 30-50% przy stezeniu 10 pM

w zaleznosci od testowanego szczepu. 10 pM jest stezeniem niskim, a jego aktywnos$¢ wskazuje




na potencjalne zastosowanie cieczy jonowych jako srodkow przeciw jednej z najbardziej

opornych na leki form C. albicans, czyli biofilmom.

Przyklad 4: Wplyw cieczy jonowych na filamentacje C. albicans

24-godzinne hodowle C. albicans prowadzone w 28°C, odwirowano przez 5 min., a
nastepnie komdrki zawieszono w buforze PBS (1 wykonano preparat kontrolny - przed
indukcjg), odwirowano. Zawieszono w 3 ml podtoza RPMI. Nastepnie doprowadzono zawiesing
do OD=2 (3=600nm). Z tak przygotowanej zawiesiny pobrano 0,5 ml hodowli 1 wprowadzono
do jalowych proboéwek, dodano 0,5 ml podloza RPMI (kontrola) lub roztwor cieczy jonowej
rozpuszczony w RPMI, tak by koncowo uzyska¢ Iml hodowli w podlozu RPMI wzbogaconym
o odpowiednie stgzenie cieczy jonowej. Tak przygotowane proby inkubowano przez 2h, w
37°C. Po tym czasie proby zwirowano (5 min, 300 rpm), supernatant zlano, a z osadu wykonano
preparat. Preparaty ogladano pod mikroskopem w powigkszeniu 100x. W poszczegdlnych

probach zliczono po 100 komoérek w celu okreslenia jaki procent z nich posiada filamenty.

W wyniku doswiadczenia, stwierdzono, ze po zastosowaniu stezen 10 oraz 25 uM kazdej z
trzech cieczy jonowych w 100% zostala zahamowana filamentacja C. albicans, co

przedstawiono na przykladowych zdjeciach (Fig. 1)



