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Wptyw leku z grupy statyn — atorwastatyny —
na organizacje modelowe) btony komorek Hel.a

Anna Zakrzewska, prof. dr hab. Renata Bilewicz, mgr Elzbieta Jabtonowska

Celem przedstawianych badan jest okreslenie odziatywania atorwastatyny, hydrofobowego leku
z grupy statyn bedgcych inhibitorami reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu
A 1 obnizajacymi poziom cholesterolu LDL, na modelowg blone komoérek HelLa. Wnioskuje sie, ze
selektywne hamowanie wspomnianego enzymu moze mie¢ takze istotne znaczenie
w chemioterapii choréb nowotworowych, co stato sie podstawg do przeprowadzenia niniejszych

badan.
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Wzor strukturalny czgsteczki atorwastatyny
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Monowarstwy powstajgce na granicy faz roztwor-powietrze z amfifilowych czgsteczek substancji
nierozpuszczalnych w wodzie nazywane sg warstwami Langmuira. Dobdér odpowiednich substancji
do ich przygotowania pozwala na stworzenie modelu pojedynczej oktadki wybranej blony
biologicznej. Naniesione na powierzchnie subfazy czasteczki (a) zblizajg sie do siebie na skutek
stopniowego zmniejszania dostepnej dla nich powierzchni tworzgc dobrze zorganizowang
monowarstwe (b).

Linia komoérkowa HeLa jest najstarsza, najbardziej rozpowszechniong, trwatg linig komorkowg

cztowieka, ktéra wywodzi sie z komorek biopsji raka szyjki macicy pobranej od ' cnrietty .- cks
w potowie XX w. Komorki te sg w stanie przezy¢ w warunkach in vitro, a tempo ich namnazania
jest niezwykle szybkie, dlatego znajdujg zastosowanie w licznych badaniach naukowych, w tym
rowniez badaniach stuzacych do okreslania wptywu lekow przeciwnowotworowych (takze statyn)
na metabolizm lipidéw, poniewaz dowiedziono, ze istnieje korelacja miedzy funkcjonowaniem
komoérek nowotworowych, a sktadem lipidowym ich bton plazmatycznych.
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Botet-Carreras A. et al. [5] opracowali modelowg dwuwarstwe lipidowg nasladujgcg btone
plazmatyczng komoérek HelLa. W jej sktad wchodzg fosfolipidy z najistotniejszymi grupami gtowy
tj. 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholina (POPC), 1-palmitoilo-2-oleoiol-sn-
glicero-3-fosfoetanoloamina (POPE), 1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfo-L-seryna (POPS)
oraz cholesterol (CHOL) w stosunku molowym 0,29:0,31:0,06:0,34.
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Atorwastatyna wbudowuje sie we wszystkie warstwy lipidowe powodujgc wzrost ich ciektosci.
Najwieksze roznice w wartosciach wspotczynnikow Scisliwosci obserwuje sie w przypadku lipidu
POPC. Wyzsze stezenia leku w subfazie zwiekszajg stopien wzbogacenia monowarstw
o dodatkowy skladnik, na co wskazuje przesuniecie kolejnych izoterm w kierunku wyzszych
wartosci powierzchni przypadajacych na pojedynczg czgsteczke. Punkty przeciecia krzywych
uzyskanych w ukladzie z atorwastatyng 1 bez niej wskazujg wartosci cisnienia powierzchniowego,
powyzej ktorego lek przestaje sie wbudowywac, a nawet wyptywa ze struktury:.

[5] Botet-Carreras A., Montero M. T,, Sot J., Doménech O., Borrell J. H., Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 196 (2020) 111288

W trakcie badan modele bton biologicznych przygotowywane byty metodg Langmuira
w obecnosci atorwastatyny rozpuszczonej w subfazie (bufor PBS, ph 7,4), a nastepnie przektadane
na state podtoze tj. szklane ptytki pokryte przewodzgcg warstwg tlenku indowo-cynowego (I'TO).
Ze wzgledu na elektroaktywno$¢ atorwastatyny, a takze jej adsorpcyjny charakter mozliwe jest
przeprowadzenie oznaczenia leku w dwuwarstwach lipidowych przy uzyciu technik
woltamperometrycznych. Poniewaz prad piku reakcji elektrodowej jest wprost proporcjonalny do
stezenia depolaryzatora, otrzymane wyniki pozwolg dalej na okreSlenie stopnia wbudowywania
sie atorwastatyny do struktur biomimetycznych w stosunku do bton lipidowych.

substrat hydrofobowy
substrat hydrofobowy substrat hydrofilowy -

Techniki Langmuira-Blodgett 1 Langmuira-Schaefera pozwalajg na przetozenie warstwy lipidowej
z subfazy na state podtoze. Pierwsza z nich polega na wertykalnym wynurzaniu i/lub zanurzaniu
substratu w subfazie, a wyboér metody =zalezy od jego charakteruu W metodzie
Langmuira-Schaefera transfer odbywa sie poprzez przytozenie poziomo usytutowanego podtoza
do monowarstwy, ktorej niepolarne ogony zorientowane sg w kierunku powietrza.
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Lipidy , POPE oraz POPS tworza ciekle = Wplyw atorwastatyny na warstwe mieszang
monowarstwy, dla ktérych wspélczynnik  jest analogiczny, jak w przypadku jej czystych

sktadnikow. Wraz ze zwiekszaniem stezenia
atorwastatyny w subfazie obserwuje sie

ScisliwosSci przyjmuje wartoSci w zakresie
90 — 100 mN/m. Monowarstwa

jest natomiast warstwg statg. Sktadnik ten
znaczgco wplywa na stan fazowy uktadu
POPC-POPE-POPS-CHOL na co wskazuje
wyzsza wartos¢ wspoétczynnika Scisliwosci
warstwy mieszane] w poréwnaniu z Jej
czystymi sktadnikami — POPC, POPE i POPS.
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Prady pojemnosciowe zarejestrowane
w roztworze buforu cytrynianowego o pH 5,4
bez dodatku atorwastatyny — substancji
elektroaktywne] — potwierdzajg efektywne

przelozenie warstw lipidowych na
powierzchnie elektrod. Zgodnie
z oczekiwaniem  dwuwarstwa  blokuje

powierzchnie elektrody w wiekszym stopniu
niz monowarstwa, a utrudniona wymiana
elektronébw wigze sie ze spadkiem wartosci
rejestrowanego pradu.
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spadek wartoSci wspoétczynnika Scisliwosci
otrzymywanych monowarstw, a zatem wzrost
ich ciekloSci, a takze obnizenie wartosci
ciSnienia powierzchniowego, przy Kktérym
wystepuje kolaps, a wiec warstwa ulega
Zniszczeniu.
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Na woltamogramie atorwastatyny w buforze
cytrynianowym o pH 5,4 obserwuje sie pik
utleniania przy potencjale ok. 1,0 V wzgledem
kalomelowej elektrody odniesienia. Spadek
pragdu piku w kolejnych cyklach s$wiadczy
o adsorpcyjnych wtasciwosciach leku, ktory
wigze sie z powierzchnig elektrody blokujgc
wymiane elektronow w uktadzie. Reakcja
elektrodowa ma charakter nieodwracalny.

¢ Atorwastatyna wbudowuje sie w blony lipidowe, co skutkuje zwiekszeniem ich ciektosci,

ale nie wptywa znaczgco na ich strukture;

“* Wydaje sie, ze stopien wbudowania atorwastatyny w warstwe lipidowg jest tym wiekszy im
wieksze stezenie leku zostanie dodane do subfazy (w analizowanym zakresie stezen);

“ Pomiary elektrochemiczne mogg by¢ wykorzystane w dalszej czesci badan do oznaczenia
leku wbudowanego w modelowg btone biologiczng w réznych warunkach.

Badania wykonywane sa w ramach grantu nr 2018/31/B/ST4/00406



