N

—

3% UNIV,
A R
s

W
%

S

MEDICY
Ch Ay

5
9.
)
2.
&
w
9 I 26 ¢
23
» 2
'S PHARMN

BIULETYN
Wydziatu Farmaceutycznego
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Biul. Wydz. Farm. WUM, 2008, 2, 12-19
http://biuletynfarmacji.wum.edu.pl/

BIOLOGICZNE WLASCIWOSCI MONENZYNY A

Joanna Stefaniska*', Adam Huczynski’

'Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny
*autorka korespondujaca: tel. 4822 628 0822; e-mail: joannastefanska@wum.edu.pl

27aktad Biochemii, Wydziat Chemii, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu
e-mail: adhucz@amu.edu.pl

Otrzymany 16.06.2008; zaakceptowany 28.07.2008; zamieszczony 5.08.2008

STRESZCZENIE

Jonofory polieterowe naleza do duzej grupy naturalnych, aktywnych biologiczne substancji wytwarzanych
przez promieniowce. Sa to zwiazki zdolne do transportowania kationow przez btony lipidowe komorek. Mo-
nenzyna A, antybiotyk jonoforowy, izolowany ze szczepow Streptomyces cinnamonensis, jest szeroko stoso-
wana jako stymulator wzrostu w weterynarii. Monenzyna i jej pochodne wykazuja dziatanie przeciwpierwot-
niakowe (wobec pierwotniakow z grupy Coccidium i zarodzcow malarii) oraz przeciwdrobnoustrojowe.

SLOWA KLUCZOWE: antybiotyki jonoforowe, monenzyna A, kompleksowanie kationow metali, aktywnos¢ bio-
logiczna

ABSTRACT
BIOLOGICAL PROPERTIES OF MONENSIN A

The polyether ionophores represent a large group of natural, biologically active substances produced by
Streptomyces. The compounds are lipid-soluble and are able to transport cations across cell membranes. Mo-
nensin A, ionophore antibiotic isolated from Streptomyces cinnamonensis is widely used as a growth promoter
in veterinary. Monensin and its derivatives showed anticoccidial, antimalarial and antimicrobial activity.

KEY WORDS: ionophore antibiotics, Monensin A, metal cations complexes, biological activity

1. Antybiotyki jonoforowe

W 1964 roku Pressman i wspotpracownicy [1] opisali
nowa klase antybiotykow, ktore indukuja transport jonow
metali alkalicznych przez btony mitochondriow. Antybio-
tyki te sa nosnikami jonow (tzw. jonoforami), zdolnymi do
kompleksowania kationdw i przenoszenia ich z roztworéw
wodnych przez bariere lipidowa bton biologicznych.

Chociaz od odkrycia jonoforow mineto juz ponad 40
lat, to do chwili obecnej nie ma jednolitego systemu klasy-
fikacji tej grupy zwiazkéw chemicznych. Badacze dziela je
uwzgledniajac rozne kryteria: mechanizm transportu (neu-
tralne, karboksylowe, pseudojonofory); budowe - naturalne
cykliczne (walinomycyna, enniatyny, naktyny) i naturalne
niecykliczne jonofory (grupa nigerycyny) [2, 3]. Wedtug
jeszcze innego systemu naturalne jonofory przenosnikowe
dzieli si¢ na: jonofory neutralne (walinomycyna, enniatyny,
naktyny), peptydy cykliczne (antamanid), jonofory karbok-
sylowe (jonofory z grupy nigerycyny, jonofory kationow
dwuwartosciowych i inne) [4].

Najprosciej jonofory mozna podzieli¢ na jonofory syn-
tetyczne oraz naturalne. W grupie naturalnych mozna
wyrézni¢ jonofory typu przenosnikowego oraz jonofory
tworzace kanaty. Do jonoforéw przenosnikowych zalicza sie
cykliczne jonofory neutralne oraz niecykliczne jonofory
karboksylowe. Uwzgledniajac rodzaj wystepujacych w nich
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wigzan, jonofory cykliczne mozna podzieli¢ na: cyklopep-
tydy zbudowane wytacznie z aminokwasow (np. antama-
nid), cyklodepsydy zbudowane tylko z hydroksykwasow (np.
nonaktyna) oraz cyklodepsipeptydy zbudowane z potaczo-
nych na przemian aminokwasow i hydroksykwasow (np.
walinomycyna, enniatyna, buwerycyna). Z kolei w grupie
niecyklicznych jonoforow karboksylowych wyrdzni¢ mozna
jonofory kompleksujace kationy jednowartosciowe (np.
nigerycyna, monenzyna) oraz kompleksujace kationy dwu-
wartosciowe (np. jonomycyna, kwas lasalowy) [5].

2. Struktura monenzyny i jej kompleksow

Monenzyna nalezy do grupy karboksylowych jonofo-
row polieterowych kompleksujacych jednowartosciowe
kationy metali. Zwiazki nalezace do tej grupy maja zbli-
zona budowe, wiekszos¢ z nich wystepuje w formie cy-
klicznej i posiada podstawowy szkielet, ktorego budowa
przypomina szkielet monenzyny i do ktérego dotaczone
moga byc¢ rézne pierscienie.

Wyizolowano 3 homologi monenzyny (Ryc. 1), réznia-
ce sie miedzy soba liczbg grup metylowych. Najczesciej
wystepujaca forma jest monenzyna A.

Monenzyna A wykazuje zdolno$¢ do kompleksowania
kationow metali jednowartosciowych przez tworzenie
cyklicznej formy kompleksu (Ryc. 2), ktory dodatkowo jest
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Monenzyna C

Ryc. 1. Struktura homologéw monenzyny.

stabilizowany wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodo-
rowymi pomiedzy zdeprotonowana grupa karboksylowa a
grupami hydroksylowymi.

Poniewaz monenzyna ma 10-krotnie wieksze powino-
wactwo do jonow sodu niz potasu, w komorkach posredni-
czy przede wszystkim w wymianie Na'/H*. Podobnie jak
inne karboksylowe antybiotyki jonoforowe, kompleksuje
ona kation metalu w hydrofilowej wnece, izolujac go od
srodowiska zewnetrznego i umozliwia przenoszenie go z
jednego s$rodowiska wodnego do drugiego poprzez btony
lipidowe, ktore stanowia naturalng bariere przepuszczalno-
sci dla zwiazkow jonowych. Kompleks taki jest elektrycznie
obojetny i rozpuszczalny w hydrofobowych rozpuszczalni-
kach, dzieki czemu tatwo pokonuje bariere lipidowa. W
jedna strone przez btone biologiczng transportowany jest
elektrycznie obojetny kompleks anionu monenzyny z katio-
nem metalu. Po drugiej stronie warstwy lipidowej kation
metalu jest uwalniany, antybiotyk wychwytuje proton i
jako czasteczka bez tadunku jest transportowany w kie-
runku odwrotnym, na zewnatrz komorki. Proton zostaje
oddysocjowany i monenzyna moze kompleksowac kolejny
kation [5].

3. Otrzymywanie monenzyny

Po raz pierwszy monenzyne wyizolowano w 1967 ro-
ku. Sposrdd kilku homologéw najszerzej stosowana jest
monenzyna A, zwykle w postaci soli sodowej (Ryc. 2).

Obecnie proces biotechnologiczny obejmuje biosyn-
teze i wydzielanie soli sodowej monenzyny A w hodowli
promieniowcow Streptomyces cinnamonensis prowadzonej
w podtozu kompleksowym, zawierajacym glukoze, grys i
olej sojowy, oleinian metylu i dodatek soli mineralnych. W
celu neutralizacji powstajacych kwasow dodaje sie krede.
Hodowle prowadzi sie okoto tygodnia w temperaturze 30°C
z intensywnym napowietrzaniem [7, 8, 9].

Ryc. 2. Struktura kompleksu soli sodowej monenzyny A (wg

[61).

Biosynteza monenzyny, podobnie jak i innych anty-
biotykow polieterowych zachodzi na szlaku poliketydowym,
podobnym do przemian biochemicznych zachodzacych w
procesie biosyntezy kwasow ttuszczowych. Prekursorami sg
propionylo-CoA i malonylo-CoA, ktore dostarczaja jedno-
stek octanowych, propionianowych i maslanowych. Cza-
steczka monenzyny zawiera siedem reszt propionianowych,
pie¢ octanowych i jedna reszte kwasu mastowego.

W procesie biosyntezy zachodza procesy:

e wigzanie reszt acylowych,

e reakcja kondensacji kolejnej czasteczki malo-
nylo-CoA z uwolnieniem CO,,

¢ redukcja grupy ketonowej,

¢ wydzielenie czasteczki wody,

e redukcja podwdjnego wigzania.

W biosyntezie z udziatem acetylo-CoA i malonylo-CoA
uczestniczy wieloenzymatyczny kompleks, w ktorym wazna
role petni biatko nosnikowe reszt acylowych. Informacje na



J. Stefariska et al. /Biul. Wydz. Farm. WUM, 2008, 2, 12-19

temat biosyntezy monenzyny uzyskano dzieki badaniom z
zastosowaniem czasteczek znakowanych izotopami '®0 i "*C
[7].

Produkt biosyntezy wydzielany jest na zewnatrz z
komorek promieniowcow i zwykle jego stezenie w hodowli
jest rzedu kilku graméw na litr. Po tygodniowym okresie
biosyntezy, z hodowli odsacza sie sktadniki state, zakwasza
do pH 3 i dalej prowadzi ekstrakcje chloroformem. Nastep-
nie ekstrakt oczyszcza sie weglem aktywowanym i zateza.
Sucha pozostatos¢ poddaje sie rekrystalizacji w celu do-
ktadniejszego oczyszczenia. Jezeli stezenie monenzyny w
samym produkcie biosyntezy jest wieksze, rzedu 10 g/,
dokonuje sie bezposredniej ekstrakcji z zawiesiny poho-
dowlanej za pomoca n-heksanolu, nastepnie oddestylowuje
sie wode metoda azeotropowa. Produkt wydziela sie z fazy
organicznej przez zatezenie i oczyszcza przez krystalizacje

[7].

4, Wtasciwosci monenzyny

W Tabeli 1 przedstawiono krdotka charakterystyka
monenzyny oraz pokazano toksycznos¢ tego zwiazku dla
zwierzat. Monenzyna od chwili odkrycia jest obiektem
zainteresowania naukowcow ze wzgledu na swoje wtasci-
wosci biologiczne i farmakologiczne. Znaczna czes¢ prac
poswiecona jest mechanizmom jej dziatania i zastosowa-
niem w weterynarii.

Monenzyna wykazuje bardzo réznorodna aktywnosc¢
biologiczna. Najwczesniej wykryto efekty komoérkowe w
postaci dziatania na aparat Golgiego zaréwno w komorkach
roslin jak i zwierzat. Monenzyna jest inhibitorem rozrostu
wybranych komorek, poniewaz blokuje wewnatrzkomor-
kowy transport biatek na poziomie aparatu Golgiego, bez
wyraznego hamowania syntezy tych biatek. Rowniez trans-
fer produktow wytworzonych w strukturach Golgiego jest
hamowany przez monenzyne [10, 11]. Pod wptywem dzia-

Tabela 1. Krotka charakterystyka monenzyny A (wg [5]).

tania monenzyny kultury komorek roslinnych spowalniaja
swoj wzrost lub hamowane sa wybrane procesy komorkowe
i zwykle dochodzi do zmian w funkcjonowaniu i strukturze
aparatu Golgiego. Natomiast w komorkach zwierzat pod
wptywem monenzyny dochodzi do uszkodzenia mitochon-
driow bez wyraznych modyfikacji w dziataniu struktur
Golgiego [12].

Monenzyna moze rowniez spowalniac i ostabia¢ pro-
cesy endocytozy, czyli transportu duzych czasteczek przez
btone komorkowa przy udziale przenosnikow biatkowych
[13, 14]. Antybiotyk powoduje zmiane pH wewnatrz struk-
tur komorkowych, co moze prowadzi¢ do zmniejszenia
wydzielania i/lub transportu waznych dla prawidtowego
funkcjonowania komorki zwigzkow chemicznych.

Monenzyna wptywa réwniez na procesy tworzenia ze-
wnetrznych struktur na powierzchni komorek oraz ich
wzrost, poprzez zmniejszenie wydzielania substancji od-
powiedzialnych za te procesy (proteoglikanow, kolagenu,
fibronektyny) [12]. Komorkowe efekty dziatania monenzyny
zaleza od rodzaju organizmu poddanego jej dziataniu,
drogi podania antybiotyku i jego dawki. Najwazniejsze
efekty komorkowe wywotywane przez monenzyne przed-
stawiono w Tabeli 2.

W nielicznych badaniach nad aktywnoscia przeciwno-
wotworowa monenzyny wykazano, ze moze ona hamowac
proliferacje komorek raka nerkowokomorkowego przez
indukcje apoptozy w komorkach rakowych i zatrzymanie
cyklu komorkowego w fazie G1 lub G2-M [15].

5. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe monenzyny

Monenzyna jest jednym z najczesciej badanych anty-
biotykow jonoforowych. Wiekszos¢ prac poswiecona jest
jej aktywnosci biologicznej, w tym takze dziataniu prze-
ciwdrobnoustrojowemu.

Nazwa polska / Nazwa angielska (INN)

Monenzyna A, kwas monenzynowy / Monensin A

Nazwa wg CAS
(Chemical Abstracts Service)

2-[5-Ethyltetrahydro-5-[tetrahydro-3-methyl-5-[tetrahydro-6-hydroxy-6-
(hydroxymethyl)-3,5-dimethyl-2H-pyran-2-yl]-2-furyl]-2-furyl]-9-hydroxy-B8-
methoxy-a,o,2,8-tetramethyl-1,6-dioxaspiro[4.5]decane-7-butyric acid

Masa czasteczkowa 670.87

Wzbr sumaryczny C36He2014

Rok i zrodto izolacji

1967, Streptomyces cinnamonensis

Sktad procentowy

C 64,45%; H 9,32%; O 26,23%

Temperatura topnienia

103-105 °C (monohydrat)

Skrecalnos¢ wtasciwa

[a]D = +47,7° (metanol)

Rozpuszczalnosc

stabo w wodzie, dobrze w weglowodorach i rozpuszczalnikach organicznych

Matpa >160 mg/kg
Kurczak 145 mg/kg
Krolik 42 mg/kg
Szczur 29 mg/kg
Bydto 26 mg/kg
Swinia 17 mg/kg
Pies > 10 mg/kg

Toksycznos¢ dla zwierzat (podanie doustne w postaci soli sodowej) LDso

14



J. Stefariska et al. /Biul. Wydz. Farm. WUM, 2008, 2, 12-19

Tabela 2. Wybrane efekty komoérkowe dziatania monenzyny (wg [12]).

fibronektyny

bulin, proteoglikanéw do lizosomow

kolagenu i prokolagenu, fibronektyny, laminy

Zmniejszenie wydzielania: proteoglikandw, proteolaktyny, albuminy, transferryny, polipeptydéw proinsulinowych, izoenzy-
mu a-amylazy, globulin wiazacych tyroksyne, globulin wiazacych gonadotropine, acetylo-cholinoesterazy, fitohemaglutyniny,
lipoprotein VLD, glikoprotein wirusa pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej

Zwiekszenie wydzielania: amin biogennych typu katecholamin, enzymu kaskady proteolitycznej - katepsyny D
Uposledzenie proceséw przemian biatek: np. zmiany proalbuminy w albumine

Dekompletacja tworzenia oligosacharydow: glikoprotein wirusa opryszczki pospolitej, koronawirusow, mieloperoksydazy,

Hamowanie przyswajania: arylosulfatazy, immunoglobuliny, a-2-makroglobuliny, peroksydazy chrzanowej
Hamowanie dysocjacji przyswojonych ligandéw: asialoglikoproteiny, asialoorosomukoidu

Hamowanie transferu ligandow: czynnikéw wzrostu epidermy, B-haksaminidazy, lipoprotein o niskiej gestosci, immunoglo-

Hamowanie zakwaszania: endosoméw, egzosomow oraz lizosomow

Wptyw na procesy tworzenia zewnetrznych struktur komérkowych poprzez zmniejszenie wydzielania: proteoglikanow,

Dziatanie przeciwbakteryjne monenzyny moze byc
ttumaczone zmianami pH i rownowagi sodowo-potasowej w
komorce, co prowadzi do zaburzen istotnych procesow
komorkowych i w efekcie do smierci komorki [16]. Wyka-
zano aktywnos¢ monenzyny i niektérych jej pochodnych
wobec bakterii Gram-dodatnich z rodzajow Micrococcus,
Bacillus, Staphylococcus [17, 18, 19]. Okazato sie, ze jedy-
nie bakterie Gram-dodatnie odznaczaja sie wrazliwoscia na
monenzyne, co moze wynika¢ z faktu, ze Sciana komor-
kowa bakterii Gram-ujemnych ma bardziej ztozonag bu-
dowe, przez co nie jest przepuszczalna dla duzej cza-
steczki antybiotyku oraz tworzonych przez nig komplek-
SOW.

Z prac poswieconych badaniom nad wtasciwosciami
przeciwwirusowymi monenzyny wynika, ze jest ona ak-
tywna wobec niektorych wirusow. Wykazano np. hamowa-
nie procesow replikacji wirusow pecherzykowatego zapale-
nia jamy ustnej i wirusa Sindbis [20, 21]. W innych bada-
niach stwierdzono, ze monenzyna hamuje penetracje wiru-
sa Semliki Forest do komoérek docelowych [14]. lacoangeli i
wspotpracownicy [22] w swoich badaniach wykazali, ze
monenzyna powoduje zmniejszenie syntezy DNA i sku-
tecznie hamuje replikacje oraz wywotuje zdecydowane
zmniejszenie ilosci powstajacych wczesnych antygenow
wirusowych mysiego wirusa polyoma.

Monenzyna w badaniach "in vitro" wykazywata wy-
razna aktywnos¢ wobec zarodzcow malarii Plasmodium
falciparum, znacznie silniejsza, niz lek przeciwmalaryczny
- chlorochina. W badaniach "in vivo" na myszach zakazo-
nych Plasmodium vinckei petteri uzyskano wyleczenie 100%
zwierzat po zastosowaniu dawki monenzyny 10 mg/kg.
Dziatanie przeciwmalaryczne monenzyny mozna ttumaczy¢
zaburzeniami funkcji wakuoli odzywczej i innych organelli
pasozyta oraz zakwaszeniem s$rodowiska wewnatrzkomor-
kowego, ktore w efekcie prowadza do jego sSmierci [23].

6. Pochodne monenzyny i ich aktywno$¢ przeciwdrob-
noustrojowa

Szerokie spektrum wtasciwosci przeciwdrobnoustro-
jowych i biologicznych monenzyny sprawia, iz niezwykle
interesujacym kierunkiem badawczym jest chemiczna
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modyfikacja monenzyny. Nowe pochodne tego jonoforu, w
zaleznosci od miejsca modyfikacji chemicznej, roznig sie
od macierzystej czasteczki: selektywnoscia kompleksowa-
nia kationow, strukturg powstatych kompleksow, mechani-
zmem transportu jonow, toksycznoscia i wtasciwosciami
biologicznymi, w tym aktywnoscia przeciwdrobnoustro-
jowa.

W kilku grupach badawczych, w wiekszosci japonskich

i amerykanskich, a ostatnio réwniez w zespole polskim,
zsyntezowano kilkanascie pochodnych monenzyny, z kto-
rych czes¢ przebadano pod wzgledem aktywnosci mikro-
biologicznej.
Wsrod otrzymanych pochodnych monenzyny byty miedzy
innymi makrocykliczne laktony (Ryc. 3 - zwiazki 1a-f), w
ktorych grupa karboksylowa monenzyny potaczona jest z
grupa OxH poprzez tacznik, ktorego role petni odpowiedni
naturalny aminokwas. Pochodne te testowano na ich ak-
tywnos¢ przeciw bakteriom beztlenowym i wykazaty one
nizsza aktywnosc przeciw tym drobnoustrojom od niemody-
fikowanej monenzyny A. Dla przyktadu wartosci minimal-
nego stezenia hamujacego (MIC) wzrost szczepu Pepto-
streptococcus anaerobius B-30 dla zwiazkow 1a-f wynosity
od 25 do ponad 50 pg/ml, podczas gdy MIC dla monenzyny
wynosito 1,56 pg/ml [24].

Kolejna grupe pochodnych monenzyny stanowia
zwiazki, w ktorych modyfikacji chemicznej poddano jedna
z dwoch grup hydroksylowych tego antybiotyku: grupe OwH
deZ 0x|H.

la R=H
1b R=CHs

1c R=CH,Ph

1d R = CH,CgH4OH
le R=CH,COOH

1f R = CH,CH,COOH

Ryc. 3. Struktura makrocyklicznych laktonéw monenzyny A

(wg [24]).
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Westley i wspotpracownicy [25] opisali synteze i wta-
Sciwosci przeciwdrobnoustrojowe serii uretanéw monenzy-
ny, otrzymanych w wyniku modyfikacji grupy OxH (Ryc. 4 -
zwiazki 2a-j). Pochodne te okazaty sie niezwykle interesu-
jace pod wzgledem wtasciwosci chemicznych i mikrobiolo-
gicznych, gdyz zdolne s transportowac kationy jednowar-
tosciowe okoto 10 razy efektywniej niz monenzyna. Po-
chodne te wykazywaty takze nawet 10-krotnie wyzsza
aktywnos¢ w porownaniu z niemodyfikowana monenzyna
wobec bakterii Gram-dodatnich (wartosci MIC dla uretanow
wynosity od 0,02 do ponad 25 pg/ml). Ponadto niektére z
tych zwiazkow byty aktywne rowniez przeciw grzybom
Candida albicans (MIC dla uretanéw od 0,08 pg/ml do po-
nad 100 pg/ml, a dla niemodyfikowanej monenzyny MIC
>100 pg/ml) i Penicillium digitatum (MIC dla uretanow od
6,3 pg/ml do ponad 100 pg/ml, dla niemodyfikowanej
monenzyny MIC >100 pg/ml). Cztery z otrzymanych ureta-
now monenzyny wykazywaty takze w testach in vivo wta-
sciwosci przeciwmalaryczne [25].

R =CHj

R= CHchQPh
R =CgH11

R =Ph

R = p-CgH,s-OPh
R = p-CgHy-NO,
p-CgHy-F
-CgHy4-Cl
-CgHy-Br
'CGH4'|

U200
L LI TR T
T T O

Ryc. 4. Struktura wybranych uretandéw monenzyny A [wg 25].

Wsrdéd pochodnych monenzyny ze zmodyfikowana
grupa hydroksylowa OwH znalazty sie jej pochodne estrowe
(Ryc. 5 - zwiazki 3a-e), oraz pochodne eterowe (Ryc. 5 -
zwiazki 4a-k) [26, 27]. Acylowe pochodne monenzyny (Ryc.
5 - zwiazki 3a-e) wykazywaty nizsza od zwiazku wyjscio-
wego aktywnos¢ przeciwbakteryjna, zarowno wobec bakte-
rii tlenowych jak i beztlenowych. Natomiast etery benzy-
lowe monenzyny (Ryc. 5 - zwiazki 4d-k) cechowata nie-
wiele lepsza od monenzyny aktywnosc przeciwbakteryjna,
co moze byc zwiazane z hydrofobowym charakterem pod-
stawnika benzylowego, ktorego rola polega na polepszaniu
rozpuszczalnosci pochodnych monenzyny w btonie komor-
kowej bakterii [27].

Przeprowadzono réowniez modyfikacje chemiczng mo-
nenzyny przy atomie wegla C-26, w wyniku tego otrzymano
rézne pochodne tego antybiotyku obejmujace: estry, ete-
ry, aminy i sulfoniany (Ryc. 6 - zwiazki 5a-e). Wsrod tych
pochodnych monenzyny wyrdzniajaca sie aktywnosc prze-
ciwbakteryjna  wykazywata 26-fenyloaminomonenzyna
(zwiazek 5c), dla ktorej wartosci MIC wobec roznych
szczepOw bakteryjnych wynosity 0,2-6,25 pg/ml. Aktyw-
nosc tej pochodnej byta wyzsza od monenzyny a nawet od
bardzo aktywnej pochodnej 26-fenylouretanu monenzyny
(zwiazek 2c) [28].
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3a R=COCH;
3b R =COCH,CH3

3¢ R =COCH,CH,CHj
3d R =CO(CH,)sCHs
3e R=COPh

4a R =CHs

4b R = CH,CH=CH,

4c R =CH,CH,CHg

4d R =CH,Ph

4e R = CH,-p-CgHy-F

4f R = CHy-p-CgHa-Cl

49 R = CHj,-p-CgHy4-Br

4h R = CH,-p-CgH4-Me

4i R =CHy-p-CgHy-Et

4j R = CH,-p-CgHy-iso-Pr
4k R = CHj,-p-CgH,-tert-Bu

Ryc. 5. Pochodne monenzyny ze zmodyfikowanga grupa hydrok-
sylowa OwH (wg [26, 27]).

Modyfikacja chemiczna monenzyny w pozycji C-26
moze prowadzi¢ rowniez do zmiany preferencji komplek-
sowania przez ten jonofor. Badania Rochdi i wspdtpracow-
nikow [29] udowodnity, iz w przypadku pochodnych mo-
nenzyny 5d i 5e efektywnosc transportu kationow potasu
przez btony wzrosta, a kationdw sodu zmalata, tak iz po-
chodne te preferencyjnie kompleksuja i transportuja ka-
tiony potasu, przed kationami sodu.

5a R =0C(O)Ph

5b R=OCH,Ph

5¢ R=NHPh

5d R = 0S0,-p-CeHy-Me

S
5e R:O—% \ /
(0]

Ryc. 6. Pochodne monenzyny z modyfikacja chemiczng przy
atomie wegla C-26 (wg [28, 29]).

Taka inwersja selektywnosci kompleksowania katio-
now metali przez monenzyne w wyniku jej modyfikacji
chemicznej doprowadzita rowniez do polepszenia jej wta-
sciwosci przeciwbakteryjnych wobec Bacillus cereus oraz
aktywnosci przeciwmalarycznej in vitro wobec zarodzca
malarii Plasmodium falciparum [29].

Ostatnig grupe pochodnych monenzyny stanowia
zwiazki, w ktorych przeksztatceniu chemicznemu poddano
grupe karboksylowa tego jonoforu (Ryc. 7-9). Otrzymane
amidy monenzyny z réznymi naturalnymi aminokwasami
(Ryc. 7- zwiazki 6a-g) okazaty sie by¢ nieaktywne mikro-
biologicznie [30].

W ostatnich latach w grupie prof. Brzezinskiego [5,
19] zsyntezowano serig estrow monenzyny (Ryc. 8-9), ktore
poddano badaniom aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej.
Do badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej uzyto
szczepow ziarenkowcow Gram-dodatnich, pateczek Gram-
ujemnych oraz drozdzakéw z rodzaju Candida (Tabela 3).
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Tabela 3. Wartosci minimalnego stezenia hamujacego (MIC, pg/ml) wzrost drobnoustrojow testowych

dla monenzyny A i jej estrow 7a-c (wg [19]).

(Monenzna A) (7a) (7b) (7¢c)
MIC MIC MIC MIC
S. aureus NCTC 4163 2 100 100 12,5
S. aureus ATCC 25923 1 100 50 6,25
S. aureus ATCC 6538 2 100 100 12,5
S. aureus ATCC 29213 1 100 50 6,25
S. epidermidis ATCC 12228 2 100 100 12,5
B. subtilis ATCC 6633 1 12,5 25 6,25
B. cereus ATCC 11778 2 12,5 50 6,25
E. hirae ATCC 10541 12,5 >400 >400 50
M. luteus ATCC 9341 4 100 200 25
M. luteus ATCC 10240 2 50 50 12,5
C. albicans ATCC 10231 na na na 200
C. albicans ATCC 90028 na na na 200
C. parapsilosis ATCC 22019 na na na 400

na - brak aktywnosci (no activity) przeciwdrobnoustrojowej w tescie przeprowadzanym metoda krazko-

wo-dyfuzyjna

MeO
O 6a R=H
Sc 6b R=CH,
H,{l 6c R =CH,OH
YCOOH OH 6d R =CH,Ph

6e R =CH,-p-CgHs0OH
6f R=CH,COOH
6g R =CH,;CH,COOH

R ho

HO

(0]

Ryc. 7. Pochodne monenzyny ze zmodyfikowana grupa karbok-
sylowa - amidy monenzyny z naturalnymi amino-

kwasami (wg [30]).

7a R = CH,CH=CH,
7b R = CH,CH,0CH,CH,OCH,CH,OCH3

—
7e R= /NP

Ryc. 8. Pochodne monenzyny ze zmodyfikowana grupa karbok-

sylowa - estry monenzyny [19].

R\n’o\/\/\/\O)LR‘

© 9 R, R'=resztamonenzyny A

Ryc. 9. Wielkoczasteczkowe pochodne monenzyny ze zmodyfi-

kowana grupa karboksylowa (wg [31]).
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Monenzyna A i jej estry, ktore wykazywaty aktywnos¢
przeciwbakteryjna wobec szczepow ziarenkowcdw Gram-
dodatnich zostaty poddane dodatkowym testom na szpital-
nych szczepach S. aureus, w tym na szczepach metycyli-
nowrazliwych (MSSA) oraz metycylinoopornych (MRSA). W
badaniach tych wykazano, iz monenzyna oraz ester 2-mor-
folinoetylowy (7c) posiadaty wysoka aktywnos$¢ zarowno
przeciw szczepom gronkowcow ztocistych MSSA jak i MRSA
(monenzyna: MIC od 1 do 8 pg/ml; ester 2-morfolinoety-
lowy monenzyny (7c): MIC od 6,25 do 25 pg/ml). Estry 7a i
7b cechowata umiarkowana aktywnosc przeciw tym drob-
noustrojom [19].

W grupie prof. Brzezinskiego opracowano rowniez

synteze wielkoczasteczkowych pochodnych monenzyny
(dimerow i trimeréow monenzyny, Ryc. 9). Pochodne te sa
catkowicie nieaktywne wobec bakterii Gram-ujemnych,
gdyz zwiazki o tak duzych masach czasteczkowych nie sa w
stanie wnika¢ w rozbudowana btone tych bakterii. Zwiazki
te natomiast wykazywaty umiarkowana aktywnos¢ przeciw
uzytym w testach bakteriom Gram-dodatnim, wartosci MIC
dla tych zwiazkow wobec roznych bakterii Gram-dodatnich
wynosity od 6.25 pg/ml do 200 pg/ml [31].
Wyniki badan mikrobiologicznych pochodnych monenzyny
powalaja na planowanie prac syntetycznych zwiazanych z
otrzymywaniem kolejnych pochodnych tego naturalnego
antybiotyku. Racjonalnie zaplanowane nowe pochodne
monenzyny, ktére beda aktywne biologicznie moga poten-
cjalnie zosta¢ wykorzystane do walki z zakazeniami szpi-
talnymi oraz znalez¢ zastosowanie w weterynarii.

7. Zastosowanie monenzyny

Znanych jest ponad 100 antybiotykéw jonoforowych,
ale tyko trzy: monenzyna, kwas lasalowy i salinomycyna
znajduja w chwili obecnej komercyjne zastosowanie. Mo-
nenzyna byta pierwszym antybiotykiem jonoforowym do-
puszczonym do stosowania przez Food and Drug Admini-
stration (FDA) w Stanach Zjednoczonych. Ze wzgledu na
silne wtasciwosci przeciwbakteryjne i kokcydiostatyczne
znalazta zastosowanie w przemystowej hodowli drobiu.
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Kokcydia to pierwotniaki pasozytnicze powszechnie wyste-
pujace u roznych gatunkéw zwierzat, ktére namnazaja sie
w komorkach nabtonka jelit i rozprzestrzeniaja sie poprzez
oocysty wydalane z katem. Wywotuja stany zapalne btony
sluzowej jelita cienkiego, w wyniku czego dochodzi do
biegunek i ogdlnego ostabienia. Mechanizm dziatania kok-
cydiostatycznego monenzyny polega na blokowaniu rozwo-
ju trofozoitow pierwotniakéw nalezacych do rodzaju Eime-
ria i grupy Coccicdium, w pierwszej fazie schizogonii. W
efekcie korzystny wptyw antybiotyku na wzrost drobiu
polega na ograniczeniu namnazania pasozytow, a wiec
eliminowaniu czynnika ostabiajacego wydajnos¢ hodowli
zwierzat [32, 33]. W profilaktyce kokcydiozy drobiu stoso-
wany jest preparat Mondolar®, zawierajacy 10% lub 20%
soli sodowej monenzyny.

Kolejne badania udowodnity, ze monenzyna moze
takze poprawia¢ przemiane pokarmu u przezuwaczy, cCo
powoduje lepsze jego wykorzystanie i w konsekwencji
prowadzi do szybszego wzrostu bydta. Stymulacja wzrostu
zwiazana jest w tym przypadku z korzystnymi zmianami
mikroflory bakteryjnej przewodu pokarmowego bydta oraz
zwiekszaniu ilosci trawionego i przyswajanego biatka.
Preparat Rumenesin®, zawierajacy 6,6% monenzyny jest
stosowany jako niehormonalny stymulator wzrostu tych
zwierzat [34, 35, 36].

Monenzyna stosowana w zalecanych dawkach jako

kokcydiostatyk u drobiu lub stymulator wzrostu w hodowli
bydta jest stosunkowo bezpieczna, jednak zawsze nalezy
bra¢ pod uwage mozliwos¢ zatrucia zwierzat hodowlanych,
a takze zanieczyszczenia antybiotykiem produktow pocho-
dzenia zwierzecego (migsa, jaj czy mleka).
Pochodne monenzyny ze wzgledu na szerokie spektrum
aktywnosci biologicznej stanowia wazny obiekt badan
majacych na celu zmniejszenie toksycznosci, a takze uzy-
skanie zwigzkow o nowych wtasciwosciach biologicznych w
aspekcie dalszych zastosowan.
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