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AHA C12-13 alkyl glyceryl hyaluronic acid
AmB amphotericin B

BSA bovine serum albumin

Cho cholesterol

CMC critical micelle concentrations

DDS drug delivery system

DLS dynamic light scattering

DMEM/F12 Dulbecco’s modified Eagle medium/Ham’s nutrient mixture F-12
DMF N,N-dimethylformamide

DMSO dimethyl sulfoxide

DSC differential scanning calorimetry
EDA ethylenediamine

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid

FBS fetal bovine serum

FITC fluorescein isothiocyanate isomer-I
GPC gel permeation chromatography

HA hyaluronic acid

HPLC high performance liquid chromatography
LDso lethal dose, 50%

MIC minimum inhibitory concentration
PBS phosphate-buffered saline

PNA N-phenyl-1-naphthylamine

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDA sabouraud dextrose agar

SEM scanning electron microscope

SMA styrene-maleic acid copolymer
SMAnh styrene-maleic anhydride copolymer
XRD X-ray diffraction

YM broth yeast mold broth



BREDBEF I AP CEE 10 EAU L b, 150 T AL EXFCICE S 2 & 3Al
5 25, BEREOHRIL, BE - KB O B 5 2 5 &G E TRk A TH B [1].
i - hAFRENIC B W, DR CEETE 220y — AL O RUNC X 2 2 DEN LA R X,

Y
A

MEREDO AFHIRD 720, HERAEIC X 2 EERS XU THETE V2] Zhich 20D

53, FLRE (X ORIEFEBS LT 7B BB 2> 5 13l S 72 £ £ °H B [3]. Fric, HREMEMIK

R~ Ak b=~ D% { D cutaneous implantation mycoses 1%, i £ 7z (3 HEEE I ©
pay

DFATICIRE SN TH o 7223[4], KUELESL ANOBHE R LIC XY, FEEGE D
XA L[S,6), JeEEIC B VLT H BT E R VIRIL L 720 TV 2. 7, WRAETEERIE 1T
TR RSEGRE, b, &, ek iE, BEENT R L, T IE AR
WCER L TRIEST (7], £72, 2 rfoBickE T, KK - hrfRECliZA7 e 4 F
NN RIR LI K D La—VIERRTE L 72 o T 58]

BAE O FURERBI AR T - U X M Icid, JIEEEE LT, TAaRT7) vV
B (amphotericinB, AmB) #Z L & L7=FKY vk, REEEHIcRz 7Ly, 2
BV A EGFLDE LT V=LK, BLXOBNEREAHEERNCHE ) w47
ME VY BINE I NTWB[9]. FThH, AmB 1%, 1955 FICHBRERE TH % Streptomyces
nodosus M4575 7> b 43 BE X U[10], LA PHACLA Bic b 72 0 B R O A X 4uC v 2 JRE R Y

DI A~ 7 P AGEFEIEC, MERAHET 2 2 LI3IEEICHTcd v, EIEEEREGYE
BEROT— NV FRZ Y X —=FTH YT TWB[11,12]. AmB 1Z, BuktEoR Y v &bk
HEDOR) & —AIBHRHET 5, ALKV~ A a3 IvafaELAERRRZ 72 v Th
% (Figure 1). AmB (% biopharmaceutics classification system 27 7 Z IV O3 & L CHlEI N
T3, 2F WIKBEEMECIEYTH 5 &2 5, UPNIKERER & L CEIRNERS S
Tz, AFICBWTIE, 7AFa—ABE2RMAIE LT 723E5H AmB #FITH 5
Fungizone®2* 1962 FICAR I NTH Y, FEEERERE ZH O TR APIERED 1 D
ELTHEMEHAINTYS, L LA b, Fungizone® I BalEZ I Lo & L2 HE 2 E
EFHZRET 222 E5E8RNEEL 2560855, 22T, ZOoRZEET L dug
delivery system (DDS) 23 GH i, 3 BHOREHAIA LTI nTwb, AT FY —
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LBIF|TH 5 AmBisome®2’ 2006 FICHKGR X 1172, AmBisome® % (3 U & 3 5 FEEHAIL,
Fungizone® & L U CEIME A O FBUHEE A\, L U, BEEBANRIER 1@l © o 5 722,
R A D SEES BB L SNTEY, 72, ROMLTEL TR Tw B - FATRE
CEWTZOFHIFHIRE N TWB[13]. 2o DHERD S, RIS EERE NS T
N D ZFMZEENTVEILS bbb, ARIEFKEDHTEIR S S  DELICENT,
AmB A ORI R EE R RILTH 5 (2],

DX RIRRD T, HKAUSEYT©H 25 AmB ZAALT 2 & & b ic, &iliT, fEko
Fungizone® X U & #PEME L, ML LR LBAOFRELLEENTEY, 20T 7'n
—F e LT, BRetms T2 HvicF 2 WANLEIR O ICH B3 H EH S T 2. BRgtEE
TMMLF 7 8HZ, o F /e an - EYalie, SE3ERF /0%
TLICHEETE B[14]). IeriFESTF /N TFOoMBGITH Y, SaTF/ XY T,
FEYENUT XS CHEIEINTwL. @aTF/ Fr Y7 LTir—RiC, FY 727 FF,
RYZ727FF—KY)7YVa) VHEHK KIA7aI7 7 by, FUT2)L—1FhEDH
ARV ~w—%, TAFVE, ~7F Vv, FrFHVREORARFY) v—pfEHIN TS
[15-19]. @17 /2 R, #ERE, Aotz 5 2220 dbEHZED TS
[20]. BT —HEYEEAEZ, BOTFX—20F 7 WEOL ) OE&EE HDTnwb, Y
YRR, (LR, 23BN TR EZ N L TR TICREA S0, EMINs o R#E S n,
BH L L C oYL ARRHE S BN B O S R A E A A BE & 75 5 [14].

AifFFECiE, BREMES T2V, REKERED | ©TH 5 EEMEA K~ DG
HIL 35 AmB BAIC, FEAEEEERE ICHIFHATEEZR AmB ®AIZ Zzh 2L, o
PItEedsh, MUEELFMML 72, 9, HEEEARIKICOTT 2 mEE e LT, ARCRHIRE
7 & ORI T 2 AN EE T 2RSS T CTH % v 7 a v (hyaluronic acid, HA)
ICEHEHEL, HA ZBUKM L 228U o 2 V72 AmB A 2RI L, FHliL 72 (55 2
B HD. Ko, EEMEERECN T 2RREL LT, AT I VAR AT L
S EESRECE 2 EEESP FTHIATF LY -~ L[ vEaK) v —
(styrene-maleic acid copolymer, SMA) ICEH L, SMA & AmB ¢ OfflickswT, HEHEE
BLOFFMAREHEALEMN O 2 FEOAKNAL b 7% 2 KEHEA 2 20 2GR L,
Al L7z G2 B 2 8is KO 3 ). UT AR RO LR T 5.



Figure 1. Chemical structure of amphotericin B.



HBI1E BkfbeTrrav@Brozd T LFRTY) Y BF /e Fusr A 8lHF

2-1-1  Jrif

KEVERED 1 >Th 2 ERFMEAIELIE, o - PIrEEIcE VT, KRELTE
HoFERJFENTH 5[21,22]. BHEMNHINTO 3 EEHEMABERERDO 7 7 — 2+ 74 VI3,
AmB O 7 A4 F > a— i I v VEFICTH S Fungizone®, VKV —LHBHTH 5
AmBisome® D E)GIMER T ® 5 [23]. BER AR ICH Y 5 Fungizone® mUIRA 1%, 30~60 min
TLIHET 208 KNTHD, T, TAFCI—AMT ) VLI X B RORFCH
B, TNIHES Vv T IAT VADIK T E Vo 2 RENRD B[23]. £ D7-®, AmBisome®7x
EONRERAGMHAINE b 5. FERAIOFHIL Fungizone® ICF 9 b 11 5 R D
ARV THETH 2D DD, a R FRE WD, K- FEREICE O TEFIHASR TV 2
[24,25]. LA b6, ZliCEFETH 2 AmB mlREH| OB LEL XT3,

b 7rna v (hyaluronicacid, HA) ¥, D-glucuronicacid & N-acetyl-D-glucosamine @ -
PR OME VR L TR S N2 S EETH O, EREEERE L, RITATFARSTH 5
Tehh, DDSICEVWTENZF Y ) T & LTHHAIRTW3[26-28]. 7, HA IX, A
R B A O MR IS 7 v h — S N RS T L 5 v LKERAFIC X VHEERT 2
Teh b, HA MW7 BANIRRER R L R X1 5(29,30]. LA E25, HA IZARF}
HEFOF > V7L L QEHI N TV S, —F, HA 3BUKER Y ~—TH 5 2 L 55, AmB
7 EOBUKEEYIO X » VT L LCEARETH B,

HA 213U o & L2408, BUk{bE2 02 2T, 0 7NB X OE =135 7K
MWHEEHICX Y, KARPCHCRET 27 /e Fa A 2Bl T 5 2 8o Te
5[31-33]. 7/ e Fus e i, BEE100nm KiED 7 LD & TH Y, KSRFFRED i <,
FIART=ADIRTTRY) v —F v F T =7 NICEY AL Z L TE B[34]. AT,
—fICF 2 KT, R A XBRNEI T L2, EEEREEZERT 2 &N TE,
Y DIRFENREEGD L LB TE B35 Ebic, F/RTIEYEHALAD LT, ¥
PNc X o CHI 2R SN2 IROBIEZ BT 2 vlRetE2 S 5 [36]. U LoflmizH 32 L&
bNBHHKLHA X, SREFOXF VT LTHALEZLLNS.



AFZEClE, BERETEARE DR BN e L2 SIREH & L, Bukfbe 7o vigc
H5CIR-I3TAFATYEY e TAr v (Hyalorepair®, C12-13 alkyl glyceryl hyaluronic
acid, AHA, Figure2) Zf\»7z AmB 7/ t Fu 7 A 8l# (AHA/AmB) Z#F# L, AmB &
HERPRLTHA X, WS, LF v L&D inviro AR, invitro TIEREEYE, X Win
vitro #E1E O FHilli &2 47 - 7-.

OH NH

Figure 2. Chemical structure of alkyl glyceryl hyaluronic acid (AHA).

2-1-2 A3

AHA X, ¥a—v—tpr o5 Iz, AmB 37 A~y 7 Itk olALE. &
- (porcine stomach, Typell) ¥¥ 7~ T F U v F1EA L8 A L 72, Yeastmold broth (YM
broth) X, X7 bV« T4 v F VY vikhbEAL . Fungizone®ld 7Y A b - <4 ¥ —
RAZA TR HEA Lz, v o IRIIME (fetal bovine serum, FBS) (X3 A% « 34 Ak
LA L7z, Alamar Blue 1354 4 + 7 v F#E2 LA L 7. Dimethyl sulfoxide (DMSO),
BNy aEA — AR EREGY) F-12 2~ 2 (Dulbecco’s modified Eagle medium/Ham’s
nutrient mixture F-12, DMEM/F12), =Y U V/A ML T r~A T ViR, bV T v/
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) &R, 35 X 0% OfthDik3E & B I E £ 7 4 v 4 HDk
MR TR oA L 72, v b A IR HCE-T #ifidid, PEWFBRC 225 AFL 72, 4
TARGHEERER ddY ~ 7 2 3IEKREBEMESE 2 D AT L. I Codiciy, gekzH
HICHEIRE &7, RILKREMREGHZESOKR ZZ T RIC-BY-1), @ILKAEIY)F5H
AR T A4 ICHERLL THEMEL 7.



2-1-3  FEER
(1) AHA/AmB 7/ K1 @8l
AHA 100 mg & AmB 40 mg % % 121 20 mL D 7&K X OF DMSO ISR L TRAR,
B Lo — ZENTHE (Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen) 7% fii o T /KICH L CiENT & 1T -

7. BNt BIASEZE L, AHA/AmB % 57-.

(2) HPLC IZX % AmB DEH
AmB EH XK ZEEEA 7 v~ b 7°Z 7 4 — (high performance liquid chromatography, HPLC)
ICCHIE L7z, BIER A 7 2413 TSKgel ODS80-Tm (4.6 mm x 150 mm, Tosoh) column % F
W7z, BEIMHIZ 5SmMEDTA (pH7.8), A&/ —A, BXUT7 R b=FUA%2:4:1 (Vi)
DEIGTRALZDDEHA V., W# | mL/min, ¥ 7AEAREIZ 20 uL & L7-. B

IS E R B 28 SPD-20A  (Shimadzu) % V>, % 405 nm THIE L 7.

(3) SEM IC X 3 JZHEZT
KFDRE%ERME T UM (scanning electron microscope, SEM) THIZ L 7z.
AHA/AmMB DFERR Z R RA 2 7SR L, WlgES 7. 2ok, v I e 7753
—7 4 v 7L, BRBUHEEEEFHEMSE JEOLISM-7200F, JEOL) % i L CBAME:

HRE#G L.

@) KrFEEoHE
4.0-mW He-Ne L —% — (633 nm) % #5#{ L 7= Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument) %
Fvy, 25°C C Il mg/mL © % v 7V % B HEEELZE (dynamic light scattering, DLS) (< CTHIE

L7z. AHA IC2WTiE, 10mg/mL & L CTHIE L 7=,

(5) XRD HlliE+F X I°DSC 12 X 3 AmB JEREZFiM
v 7D X FREYT (X-ray diffraction, XRD) ~¥& — ¥ (%, Rigaku UltimalV (Rigaku)
ZEAL T 40 kV ICTHIE L 72. AmB, AHA, AHA/AmB DK% ZhZ A 7 AR Eic
JNFCHIE L7z, 77— &%, 2°/min D R F ¥ VLT 20 23 5~30°DHiFH CIVE L 7z.
72 EVEHIE (differential scanning calorimetry, DSC) Hi## 1%, DSC Q100 (TA Instruments)
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EHEAL TSR &Y ITABT A I FANVICERL, EXRFFXT 50~245°C O #HipH T,
JNEGEFE 20°C/min, ¥ % U 7 4 A& E 50 mL/min 1 THIE L 7=,

(6) FLAHRIHRS S HIE
BB D AHA/AmB, AHA, B XU AmB #7K84/K E 7213 DMSO ISR L, 06t
# (UV-1800, Shimadzu) #f#ifH L T ATRIKIN R~ 27 F L ZHIE L 7=,

(1) LT VA HERHE

G AT L 5 v & AHA/AmB DO AEH Z3HEI T 5 72012, = F vkl m — X
BLFVvEMHALZEBRZFEMLZ, 1 oD = Frtro—2fE (Merck) %, 4%LF ¥
&4 0.05% polysorbate 80 —0.05 M KH,PO4-NaOH & (pH=28.0), 7213 0.05% polysorbate
80—0.05 M KH,PO4-NaOH &ik (pH=8.0) T 30°C icT—Mif v F 2 ~— b L7z Kic,
INL DR ) v ERIEE A 85K (phosphate-buffered saline, PBS) Titif L, LEICIL L
T PBS THHE L 72 1 mg/mL AHA AT 20 min 4 ¥ F 2 _— b+ L7z, 20, % PBS T
FHELL 72 0.1 mg/mL AHA/AmB 7A# T 20 min f ¥ ¥ = ~— } L 7z. PBS Ty, 500 uL
D DMSO ICTHEZ & AmB 2L, Z DIEIRD 416 nm DPCEEAMIE S 5 2 Lic kb
AmB ZEB L7z, AHA/AMB &4 V¥ axX—bt LAl >72KEE2ZNE oL L
THEAL, 2o oWLEEOZNE AL CIERO AmB fE&EE2HH L 72,

(8) In vitro %)

Invitro 3513 /N E FLIEERE (minimum inhibitory concentration, MIC) < T Al L 7=.
MIC HIE 1 Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) BY4742 % F\CHEfE L 72[37]. Akl &
S. cerevisiae BY4742 % YM broth ICFAI L, 28°C T 48 h #5# L 724, 660 nm D WL %
TE L7z, WOBEEDS 0.03 BUT % S5Eidi] & b L 7z.

9) Invitro 1k
AmB OEMER 7 Y —= v 7t~ v ZJRMEREE M D G I CFEME L 72[38,39]. 4 BlinD
HETERKER ddY = 7 X DIRKFRD S MK Z R L 7. ~-% ) VAL L 7= 221l % 2,000 rpm T
10min @O0 BEL, ik e buffycoat Z R L, RIMBREZH7-.  oJRIMER% PBS IC THi%
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%, MWL 7z, W RmREEEE, RIMERD K CREICER L 72180 LD 576 nm O
FEDHI 04 £ 725 X HFRE L7z, ML 2RIk & SR 2 IR A, 37°C T30 min 4 v F =
~_X— b} L7z, KB, 10,000rpm T 30s @050 L, JERMIARIMEKRZ Vi < ¢, i % [HY
L, 576nm QWO ZHIE L 7z, AL, AMFE= (Abs-Abs0)  (Abs100-Abs0) x 100
DX THEM L7, Abs, Abs0, Abs100 (%% L2 L5kl PBS, /K CTUIE L 72 58 O WL A
Th 5.
HCE-T Mg i< 53 2 M EEt: 1%, Alamar Blue $4 % F v CEFAfi L 72, M2 IE 100-mm dish
(v 7779 7) THFEL, 10%FBS, 100U/mL <=3V ¥, 100pg/mL A b L 7 k<4
> VI DMEM/F12 %85 & LT, 5% CO,ICT 37°C THEGi & ¥ 7. dish T 80%-90%
DAy INTy MTELZENT, 025%F Y 7> V/EDTA &% AV CHERE 2 R L 7=,
12-wellplate (27 F ¥ « T4 v F vV ) i 1x105¢cells/well & 7% X 9 f&FE L T 18h #5#
%, Y I NEBREL 2. BEE 24 h 1%, AlamarBlue 7 v 2 4 It L 72, AHA/AmB (X 4 v
TLv 74— (045um) CEL, ¥ e L7z, AlamarBlue T2h 4 v F 2 _—}

L, 7L —F U —%— (Tecan Infinite 200 PRO, TECAN Japan) % F\»CTHJEZHE L 7=,

(10)  FEEHEEHT
7 — 2 PR R L2, 2 BRI O #21T Student D ¢ BE % F W THRNT L 7=,
R D 7 v— 7D 13, ANOVA ICHi\ T Tukey D% EHEREZHH L <O L7-. P

<0.05 DHIZHEIMICHERE & 2% L. HaHENTIE R, Version 4.0.1 Z v TIT o 7.



2-1-4  HER
(1) AHA/AmB DY)tk

AHA/AmB 1D AmB &HH % HPLC ICTHIEL72& 25, 27.5 ww% TH o 7= (Table
1). AHA/AmB DJEREIL SEM I TFHfi L 7z (Figure 3). AHA/AmB 1%, #Z/3REEC 100 nm
AT OBRIRICEEL T2 2 E2URE N7z, AHA ¥ X Y AHA/AmB ORI T COER %
Zetasizer IC CHIE L 7245H, TN X4 149+34nm B L U315+ 1.1nm TH - 7=,

AmB DFEHRIREEL, A AIHENIEE, XRD, 3 XU DSC IC TFHfi L 7. DMSO i
B L 72 AmB 35 X U AHA/AmB % BAL ARG ORI THIE L 724558, 372, 391, B &
416 nm THEWIKINZ /R L, 330 nm fHETIE 2N S X0 b5 WIRINER L7 (Figure 4).
HEAD AmB 13, 2NO DR EZRFO ARSI FAZRIRT T LBME S LTV 5[40]. —7,
K D AHA/AMB OWSEEEZ <= 7 b v, #7330 nm 12 B\ THEWIRINZ 7R L 72 (Figure
4). BUKMERECHOEE T 5 AmB 1%, #7330~350nm THEWIRINEZRT &A% 5T
v 5[40,41]. Figure5 iCi¥, AmB, AHA, ¥ X' AHA/AmB ® XRD ¥% —¥ %7/5F. AmB
MIRD XRD & —iciE, W OpDEITHETY v — 7 e —2 2380 oh, fbmtkEss
NEN72[42]. —7F, AHA/AmB @ XRD Y% — v Ti¥, AmB O — 27 BB b
T, AmB BT ENLT7 7 ARETH S Z LRI NI, AmB, AHA, B XU AHA/AmB O
DSC 73#T DGR % Figure 6 IC783. AmB ¥iRD % —€ 7 7 4%, #ifME AmB HkTH 5
108.0°C F X U8 202.2°C TWE\ v’ — 27 %R L 72[43]. —J, AHA/AmMB D% —%E 2 7 L TIZ T
nHo AmB ISR e ©— 7 13 9, 175.0°C B XU 224.8°C fhgicHizza e — 2
DD bz,

Table 1. Properties of AHA/AmB.

AmB content

Sample Diameter (nm)
(W/w%)
AHA/AmB 27.5 315+ 1.1
Fungizone 44.2 -
AHA - 149+34

T Diameter was measured by Zetasizer Nano ZS.



Figure 3.

0.7

-0.1

- 100nm JSM7200F
X40,000 15.0kV LED SEM WD 9.8mm

Scanning electron micrograph of AHA/AmB.

-=--AHA/AmB 20 pg/mL in water
——AHA/AmB 20 pg/mL in DMSO
e AMB 5 pg/mL in DMSO

—-- AHA 100 pg/mL in water

300

320

340

360 380 400 420 440 460 480 500
nm

Figure 4. UV-vis absorption of AHA/AmB, AHA, and AmB. AHA/AmB was mixed in distilled

water and DMSO at 20 pg/mL. AHA was mixed in water at 100 pg/mL; AmB was mixed in DMSO

at 5 pg/mL.
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Intensity (cps)

5 10 15 20

Figure 5. X-ray diffraction of (A) AHA/AmB, (B) AHA, and (C) AmB.

Endo

50 75 100 125 150 175 200 225 250
Temperature (°C)

Figure 6. Differential scanning calorimetry patterns of (A) AHA/AmB, (B) AHA, and (C) AmB.

(2) AHA/AmB DREEAFE 1
AHA/AmB OFSIEFEMEETE 2 HEM 3 2 720 10, MRS oM 7 v h — X
Nz v EDMHAFMZ, =tvrro—AFICHEE L2 LT v 2R L TEELIICETE
filiL 7= (Figure7). F VLR /2% AHA/AmB ICFgFZ3 % &, 1.15+£0.17 ug ® AmB 2

-11-



A L7-. AHA/AmB % WEFE4 2 HiIC AHA CTHILELS 2 &, AmB F5AE1X 0.79 + 0.05 pg
&Y, HEIWCHD L7, polysorbate 80 D A T L 72 i AHA/AmB % W52 L 72854,

AmB #5E &L 0.04+£0.04pg TH Y, 1ZITREO LN o7z,

14 1
1.2 4
g 19 :
S 0.8 -
£
£ 0.6 1
£ 04 -
D
= 0.2 - x
2 o H
< 4% Mucin-0.05% | 4% Mucin-0.05% 0.05%
polysorbate 80 + | polysorbate 80 + | polysorbate 80 +
0.1mg/mL 1mg/mL AHA + 0.1mg/mL
AHA/AmB 0.1mg/mL AHA/AmB
AHA/AmB

Figure 7. Adhesion of AHA/AmB to mucin-bound nitrocellulose membrane.

(3) Invitro %3 X O F R

Invitro JLEEIEME L, S. cerevisiae % F\ > 72 MIC DI E 1< CFHAM L 7z (Table 2) . AHA/AmB,
AmB, Fungizone®® MIC 133 XT 0.39 pg/mL AmB-equivalent TH > 7. 7z, AHA IZ 100
pug/mL ICHE W THHEREEZ RS o 7z,

Invitro BEtEE LT, £F, AmB @R 27 ) —= v 7' ¢ L T~ 7 AFRMBREIL: % 5l
L7 (Figure 8). S50%AIM%E (C50) %/~"3 AmB 21X, AmB # X O Fungizone® CTZ %
49 I XV 5.2 pg/mL AmB-equivalent TH -7z, AHA/AmB @ C50 ¥ 136.0 pg/mL AmB-
equivalent TH Y, AmB ¥ X U Fungizone® & FLik U CTHEIMEEME 23 BHE 1Kk T T 7z,
AHA OEIM#EMEIL, 4,000 ug/mL £ TRD b d - 7z,

i<, R LR AIRERR T & 2 HCE-T #ilE % F v 72 invitro T OB % FHiMi L 72 (Figure
9). 10 pg/mL AmB-equivalent ¥ X U 30 pg/mL AmB-equivalent D £ T Fungizone® % W#F% L
72¥tr, MIAEFRIIZNEN 76%E LUV 54%TH > 7. FOSAFT AHA/AmB % HR#:
L7856, MlaAEFERIZED 5D 87%TH - 72 & 55, Fungizone® & HEK L T, AHA/AmB
FAEEICHEFEEIEEIN TS I ERHL 2L o T,

-12-



Table 2. In vitro antifungal activity of AHA/AmB.

Sample MIC (pg/mL)
AHA/AmB 0.39+
AmB 0.39
Fungizone 0.397
AHA >100

T AmB-equivalent.

100 - ,_—i
r

[«)]
o
1

Hemolysis (%)

N B
o o
L '
~
%,
T

o
°
v
1
1
1
N

1 10 100 1000
AmB equivalent (ug/mL)

Figure 8. Hemolysis of mouse red blood cells in AHA/AmB (m), AmB (e), and Fungizone (A).

* *

100 ’—'

80
c
R
T~
_g © 60
s S
Lo
ms 40
T =
E 20
<
0
2 2 2 2
N < N <
o < o <
S T = I
T < T <
10 yg/mL 30 pg/mL
(AmB-equivalent) (AmB-equivalent)

Figure 9. Cell injury to HCE-T cells induced by Fungizone and AHA/AmB, as assessed by the

Alamar Blue. Significance of the difference was assessed by Student’s ¢-test.
-13-



2-1-5 H%

A Clx, o5 v e OMHAFRHEEZET 5 HA ZBUK(L L 72 AHA ZF\v, AmB 2N
TLZKEEF 7 e Fur v AREH AL 72, 2 OFEE, AmB DG FE R o i
RO SN IR 1E O 1.

L 72 AHA/AmB X, HPLC ®#£5Ln]#i0IY, DLS, SEM, XRD, ¥ X U DSC HI/E 7«
EDIFIERFIEICCHHE L 72, SEM OfEEH» L, wIhoki b+ /4 XTlkd 3
DD, RTFENMIIENZ EBHL L ho7z, TOHERKE LT, AHA 53 FDBUKED
IEMIRITHEHAL & L CFE T 5% TH D % AHA 531 IC B\ THIUKEE OIS iR & i o FEFE
EARE—eFE2bN2m°, —20F /NFEEKT 5 AHA 57 F° AmB 70T DEUT KT
T —LeHEZOND R, REBPFEFOLNSG, 7/ e Far o AmB OffffiEic >
W, DSC B XUXRD IC X W #HT L7z, DSC T DFER, AmB OF—E 277 LICED b
N7z e — 27 1%, AHA/AmB D% —E 2 5 L TIFRAD O NT, #Hir Wiy — 27 B3 X
Nz, —iRIC, FBe— 2 blEhv—2 D2 7 b & LTHNZHEY L K Y = — W7 0BT
DELIFFEY E R Y ~—[HOMEERICBEEL T3 e 3G I N T\»5[4445]. 2% 0,
AmB & AHA =tV v 7 20Ric, o0 AERBEL TS EEZLNS. XRD 77
Hr OFER, AmB D XRD S % — / TIIW L D2 DOBELA 20 THIVE — 2 2R L2 & h b,
EWHAERIL L T D e RO DL R o72. —F, AHA/AmB O XX — v TlX, AmB D
XRD X% — v TR LN X 5 RN Ry — 7 2 Tc& o 7. DSC XU XRD
DFEFRD S, AHA/AmB 11D AmB 1ZT7EL 7 7 ZIREECHEAET 2 LWL LD,
AHA/AmB 2° 5 IEHR IS T b AmB 73T O IEFRIE 23 8GE 3 2 ATREME 237 S L7z,

AHA/AmB DOFERFEHEMEZHEH T 27201, = toer o —RBECHESLZLF V%
L CRl L 72455, 45 VAL L 72 BIC AHA/AmB 28R4 % & AmB 2554 L, 20
AT AHA IC X OV HE I NS 2 e RSNz, = b a ko — XS L F v ol Ll
BT v h—E e 2 F v ORERISHT LIF L TRAVEICERET 24HEIIH 2 D0
D, AHA/AmB 78 AHA %/t L C, AL F v 2B 32 5 v LMHEEMAT2 2 &3
ARI NI, LT v EMHAEMERT 2 AIREEN, MR IERT e FEX b T
%[29,30]. Mz <, +/ 94 XOBFL, FHREHERFHZERT L dHREINLTVS
[35]. BAE25, AHA/AmB X invivo THRICIRFF I 5 2 L 3 AfF &, % 550 O HilJRK
CERL L bARFI NS,
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AHA/AmB @ in vitro fIEREE%R MIC ICCTEFHliL 72 & 2 A, AHA/AmB @ #%hix
Fungizone® 5 X ' AmB LRI TH o7z, 72, AHA BHEMEHI LT LRI Nz,
AHA/AmB O invitro #1E1X, ~ 7 AJFRIMERS X O HCE-T Mife 2 F v 7= Mg #1: ic <Rl L
7. Z DFER, AHA/AmB D #E13 Fungizone® % &L ' AmB X V) kb D TH o 72, T 77,
AHA FHWEEH I W2 LR E NI, nviro PLERIEES X CHEOFER S 5, AHA X
HNCEREL 522 2 BHRRICOAFTFE L TwWE 2 LR E N, HEilaeE
T2 FvIcETIhbe Faxondit HA o R x ot officof 4+ v ifl
HERDBIE I NTHY[46], AHA & FF Vv oilicsnTd ZoMAEERBAELTH L
Ez b, AHA OVTEEERMEOSGE X Z oM AERIC X 2 REEREZE Z b 5.

BOKAL L B L, YO RNEL, SEYRERIE, EYEESGER Y, 2 ofREb 20
T ORI TIE, AmB ZBUKILSHETH 2 AHA ICHEHR L 72kEME S 7 v F e 7 SR
Al L7z, AHA 23 2 & T, KilRAEEZ A S 2 KEMES 7 R od8ssmlmg L
720, AHA O RIRANCE T 2BEN X ¥ V7 L L CORMAERNTRER S .
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H2ffi AFLv -~ A vBaRY) v —fGGMlT L5 T Y v B RA

2-2-1 Jrif

AmB 1, FEHEFHBIYEREDO T — L FRZ VY EA—FD 1 2TH3. REICDEYT
¥ a— D AmB I VH-FITH 5 Fungizone® BHTEFEEE D ERTH - 7228, B
PE B MR 72 & OEE 2R IEAIC X Y, Fungizone® D Ei KA FE IZHIR & v v 5 [47].
INSD AmB ICEE#E T 2 F AT 272010, WL O DIFE N —RADEES R T L
BAINTWE[48]. AHICHBWTEHTINTWEYKRY —LxX—2D AmB #HF|I<TH %
AmBisome® (¥, FHEDVIEF IE N L2 b, REKRGLTRETH L. LaoL, KRE LTk
2EEEC, BuHEa X Pl LT REREAFEL T ZE o T Y, oD
BHF D T\ 5 [49-53].

2FL v —=LA VEEaKR Y ~— (styrene-maleic acid copolymer, SMA) 1352 A 3L A4
THY, MAER L, Lifich 2720, HEACT—T 4 v 7RS4 R ARICHER X
NTW5[54-56). $ 72, SMA IZMEFEIEMEM 2 72 <, 2tEs X EEENE D 2 3 %2\ [57].
SMA 1, 2AF L v —fE/K~L £ V2K Y ~— (styrene-maleic anhydride copolymer, SMAnh)
DIMKDIRIC X > TERB IS 2 L 23TE, SMAnh OFBEMREEEKYIT 7 % Rin 2 %
ERIEERD T LICE > TRPICERITZ 2D TE S, b EERFIL, SMA IAH
WICTEBUEECTH 0, TRTAT I VIEGEEET 2 2L 55, SRR ORRE, %
M, BYEEEZR LI 20ICHWE LR TELHTH .

iR EcikcnE g, KA A EZE27200F 7 TV ANV =TT 9 F 74— L4
& LT, BUKMMHEERICE 2 SMA 7 F LT 274 L SMA & AmB 257 % I & fl
F 7 RO HHE|] (SMA/AmB, But-SMA/AmB) Z#ii5 L72[58]. L2 L, Zh b ol
71 Fungizone® & FIEEICIE VS DTH Y, ZNIFILAH 5D AmB RHAIRATH - 7-.
—fic, Y EEE L 72 2 e R EE MR G & v ) BIE S D 5[59,60]. IR H I 1%
A e NEEME BFET 5720, 1wt /K% RP CRENICIERIE 5 2 L
BEEECTH 2 EEZONTV L, —J, MO eEMBIERE L zEn T — B amE,
YN I 2 X0 @2 R 2 ERMbN TV B[61]. BEEERAIZ, 2uE 7
MELER-C ME E@YE DM M > TH Y, FHTF /T oEmeIihiEE Echmk s

% enhanced permeation and retention effect (EPR #3) % FIH T2 C Lic XV, BPHHL~D
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R X —7 T 4 v 7 EBHTE 5[62].

% T TARWIFE T3, Fungizone® D2 H #5150 2 RA % iR <, HAHEAEHE <
»H % SMA-AmB DA% 1T - 72. SMA-AmB Ptk & L CTid, EMEHR, 94X, TL T
VHEGBRE, vV a s — b0 AmB ORI L 2. 72, i PR,
L HH i R 1 % BT L 7z

/11

2-2-2 A3
SMAnh (3°F35% & : ~1,600), AmB, 7 “IlliE7 A7 2 v (bovine serum albumin,

BSA) (3> 7 ~T7 A F Y v 5 X DA L 7. Sabouraud dextrose agar (SDA) 35 X U8 YM broth
X, X7 bV - Favxv Y vkh LA LK. Fungizone®id 7 A b - = ¥ — X R
A4 7H2 5 AF L7z, Fluorescein isothiocyanate isomer-I (FITC) X [F{{LARFFEAT & 0 A
L 7z. DMSO, N,N-dimethylformamide (DMF), triethylamine, ethylenediamine (EDA), ¥ X
O % D o3 & BT E 17 A v ZHDEHEE T S A L 72 4 B HENE R ddY <
7 2 F L O 7 B RKE DBAN ~ v R KFEEM BN S AT L2, T RTOEY)
i, B KA HHICERE 27, WL AN EMEEE RO &R 2% (H30-8-7), &
IR EER ST A ¥ T4 VICHERLL CTHE L 7=,

2-2-3 FEB&
(1) SMA-AmB D &K

SMAnh 80 mg, AmB 160 mg, triethylamine 48 pL % DMF 24 mL HICAfE L, =i, BEPT
< EMBRIS X272, KIG#, diethylether THTH ¢, @008 (2,500 rpm, 30min) L T
B ZEINL 7. ZOEfEE 3 E#EV IR L TRIIED AmB & triethylamine % 2 L CHEH
%, TV —XPTCilEIE, 29 LTRLNZERKY (SMAnh-AmB) i€ 32 mL @ 0.1
M NaHCO:; Z 2 CEHE T 16 h MG X2 2 & C, RIGDHEK< L A v I oK) i
L7z, 20k, BAEwrm— BN (Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen) % fif - T Z& R /K I}

LCEWNZITo 72, BN, RSB L, SMA-AmB O¥ME% 1572 (Figure 10).
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triethylamine
1 week at room temperature
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(SMAnh-AmB conjugate)

fl.mﬂ
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styrene-maleic acid copolymer (SMA) conjugated AmB
(SMA-AmB conjugate)

NaHCO3 buffer (0.1 M)

Figure 10. Synthesis of styrene-maleic acid copolymer (SMA)-conjugated amphotericin B (AmB)

(SMA-AmB conjugate); chemical structures and the conjugation pathway are shown.

(2) SMA Ol
SMAnh 100 mg % 10 mL @ 0.1 M NaOH IZ###: L =23 L, @EHRER3 R 6N 5
FT60°C THEAT 2 Z 2 ickh, ok~ L A VB Z KDL 72, Z D%, 0.1MHCI T
pH7.0 £ CTHHIL, ZKEKICH L CENZITo 728, BRI T 52 LIk Y SMA Ok

%##37= (Figure 11A).

(3) FITC 15k SMA DA K
SMAnh & EDA % \»T, SMA-AmB & [A Ui T, SMA-EDA &R L7z, 50 5Lk
DENLED EDA Z Kk~ L 4 VIEH L K6 S 272, 155172 SMA-EDA 10mg & FITC 3 mg
Z 6mL @ 0.1 MNaHCOs ICiAfE L, ik, BT C224hRIGI 7. RIGHE, 7ViREI v
~ } 27 7 4 — (Sephadex G-25 column; GE Healthcare Japan; ¢ = 10 mm, L=300 mm) Z CH
RIED FITC ZFREL, ZKEAKICH L CENR, # kBRI 22 LT, FITC 7% SMA

(FITC-SMA) DA% 372 (Figure 11B).
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(4) FITC £ SMA-AmB D&
SMAnh-AmB, EDA, ¥ X U FITC ZH\»T, FITC-SMA D& & [F] U /75T FITC 15k
SMA-AmB (FITC-SMA-AmB) Z & L 7z. £3, SMAnh-AmB & EDA % Fi\>C EDA-SMA-
AmB Z G L 72, 50 f5 LA LoD EDA %k~ L 4 Vigh & Kb & ¥ 7. 2RI, EDA-

SMA-AmB & FITC % Ffi\»C FITC-SMA-AmB % &% L 7= (Figure 11C).

X _ow @ o% T=
oI 1
Hydm | Jo " 0.4 NNaOH
styrene-maleic anhydride copolymer styrene-maleic acid copolymer
(SMAnh) (SMA)
W DMF DwW ; F:o o% Fo
1 I ] 1.1
Hy dm L I ethylenediamine NaHCOs3 buffer L
) . . triethylamine (0.1 M)
styrene-maleic anhydride copolymer 24 h at room temperature SMA conjugaleg EDA
(SMAnh) (SMA-EDA conjugate)
r|=|Tc
MH
NH OH H OH
bw 0:1 %0 o:i %@
[ 1 [ 1T 1
. Sl I I
NaHCO3 buffer
(0.1 M) FITC labeled SMA
24 h at room temperature (FITC-SMA. conjugate)
MH;
flmB .lﬂmB
NH OH NH OH NH OH H QH
0‘—‘1 W DMF bW o:{ T:o o=1 Po D:T c{:o
[ c——F 1—F ] L 1T 1T 1 I ]
[ HfJ" [ J' [ JZ ethylenediamine NaHCO3 buffer L H?J' L Il Il It
triethylamine 0.1 M
SMAnh-AmB conjugate 24 h at roor}r: temperature ¢ ) SMA conjugated AmB and EDA
(EDA-SMA-AmB conjugate)
Il:\TC
MH
o
MH OH MH OH H OH
oW o:| %o o:| %o o% f=°
_— c 1T 1T 1 I ]
FITC [ RIT Il It B
NaHCOs3 buffer
(0.1 M) FITC labeled SMA conjugated AmB

24 h at room temperature (FITC-SMA-AmB conjugate)

Figure 11. (A) Hydrolysis of styrene-maleic anhydride copolymer (SMAnh); (B) Synthesis of FITC-
labeled SMA (FITC-SMA conjugate); (C) Synthesis of FITC-labeled SMA-conjugated AmB (FITC-

SMA-AmB conjugate). Chemical structures and the conjugation pathway are shown.
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(5) ARSI HIE
¥ v 7 E DMSO, F 72 1ZZKFKIC 10 pg/mL TIHEME L, 536 EF(UV-1800, Shimadzu)
IS TEINTHIBIN A = 7 b V& JIE L 72,

(6) DLS T X 2R 1-HIE
4.0-mW He-Ne L —%# — (633 nm) % #&# L 7= Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument) 7%

FAvs, 25°C T 1 mg/mL ®% ¥ 7% DLS I CHIE L 7=.

(7) HPLC iC X % AmB #H|E
HPLC (¥, HRnZ UV M3 (SPD-20A, Shimadzu) ##&#{ L 7= HPLC ¥ 27 4 (LC-
10AD, Shimadzu) %MVCTHEMEL 7. #HHEIL 4050m, 7 7 413 4.6 x150mm C18 #ifH
717 2 (TSKgel ODS80-TM, Tosoh) # =L T L 7z. #EHHIZ 5 mM EDTA (pH 7.8),
AR ) =ABIETE =PI 241 (W) 2570, FEIZ 1.0 mL/min TH - 72,
HFEARIZ20uL TH o 7.

(8) Invitro V) —AT v+ 4
SMA-AmB %5 ® AmB O %, 37°C © 7 = v EEREHE (0.1 M, pH5.0) HXUY v
FEREMEN (0.1M, pH7.0 5 X 189.0) HCHIE L 7. SMA-AmB ORI 1.0mg/mL & 72 5
£ 9 KRR IC CRELL 72, iUl & /2 AmB O & % LS HPLC % v C—E R &
CACHIE L 72,

(9) GPCIC X3 TNT7 3 vkEE T
FaiRiEs a~ b 75 7 4 — (gel permeation chromatography, GPC) 1%, Sephadex G-100
7517 L (p=10mm, L=500mm, GE HealthcarelJapan) % fiH L CHEMEL 7z. BEIMHIL 0.1M
NaHCO3 /K& & 7z, F v 7t LT, PBS ICIEfEL 72 BSA & SMA-AmB % A%
2 mg/mL THEL, EHF vy 7N 02mL 2 AT LT 774 L7, BHEKIZ2mL ZXic”
77vave L TEILL, 280nm ¥ & U367 nm CTOBSLEE % HIE L 7.
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(10) I A o PRI E

4 H i O LfEMERCER ddY ~ ¥ R I Fungizone® ¥ 72 (X FITC-SMA-AmB % 5% 7' v 2 — X ¥ X
N PBS KX NZTNARMEL, BER» O 25 Lz, H5EYEIT 2 mgkg AmB-
equivalent & L 7z, FITC-SMA-AmB ¥ IZ & 5GR1IC A v 7L v 7 4 v & — (0.45 um Millex®-
LH 7 4 v & —, Merck Millipore) 1Z CIEEEZfiE L 72, @Y Kiric~ Y R ZRRIMEL,
BREIR 2> & M % FREL L 72, [# % 10,000 rpm T 30 s @008 L, M4 % BREXL 7-.

Fungizone® % #%5- L 72~V A 2> b L 7z MAEIZ X & 7 — AT 100 fEHRL 72, =T
1 h §&E L 72, 3,000 rpm C 5 min O 0HERTo 72, &3 v 70 k% 8 mL #RALL,
INKL—=RTAR ) = VERE L, BREZBEMHE 400 uL BB L, Av 7L v 7400
22— (045 um) 1@ LT, EEEFEL HPLC ¥ A7 AICFEA L. BEIHIE, BEREF H Y
v LR (10mM, pH7.0) &7 F=F VU (64 (vv)) DRETE L=

FITC-SMA-AmB % 5. L 7=~ 7 22> b E L 72114 % 0.1 M NaHCO3C 10 fFic AR L,
RF-510 (Shimadzu) (T CHOEHREE ZHIE L 72 (IR 490 nm, H#GHE R 520 nm).

(11) FITC-SMA-AmB D flifig etk
S. cerevisiae BY4742 % PBS IZ ¥ L 72 {AWRIC FITC-SMA-AmB Z ML, 4°C, 2 h k&
L7z. PBS T3 [EPEH#L, PBS/Z'Y & w — AR (1:3,viv) THEE L. b Oflifa s
WxE A7 4 FEicey v L, TCS-SPEDMI4000 £ fi L — & —BAMEE (Leica) 1 TR

{ft L, FITC-SMA-AmB D JG7E##HEZ L 7= (P RE 488 nm, H{ ¢ 500~525 nm).

(12) Invitro 8 X in vivo #lE
In vitro FYE X~ 7 ARIMBRIA MM 1< CFEAMG L 72[38,39]. 4 il O MM E ddY ~ 7 2D
BREIR 2 & MR %2 RELL 72, ~ %Y VAL L 72420 % 2,000 rpm T 10 min =00 8EL, -
if & buffycoat ZFREL, RIMERZRHR7Z. 2 ORIMIKE PBS I THediz, MM L 7. @Y7k
FORERIL, RIMMERDSK CREEITIEM L 72FED EiED 576 nm D /N RIS EEE 2547 0.4 &
%5 X OE L. ML ZARIMBKE HBZiRA, 37°C T30 min 4 v Fax—F L7,
TDLE, 1%BSA &7 % X )R ARELL /2. JKimtk, 10,000rpm T 30s & 0orEfEL, JE
AIMARIMER % VOB & 2, L& BEINL, 576 nm QWS ZHEIE L7z, Bl iE, HiK=
(Abs-Abs0) " (Abs100-Abs0) x 100 DX THEI L 72, Abs, Abs0, Abs100 i%Z L% 413k
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kL, PBS, /KTUHEL =54 OWAEMETSH 5.

Invivo BV IXFIRNTE 512 X 2 PEEGEE (lethal dose, 50%, LDso) DHEEIC X Y PE L
72. SMA @ LDsold, BREEFBRIC X D RE L 72, #EGHIICA Y 7L v 7 4 v & — (0.45 um)
I TR % 1T - /2. SMA-AmB ¥ X O Fungizone® D LDsofE 1%, 7 v 7 & v v ik[63]% FHWT
HEE L 72, 4 EES O HETERER ddY = 7 R ICkE4 B 03B % BEIRIN ~ 5 L 72. SMA-
AmB FEGRTICA v 7L v 7 4 v & — (045um) 1T CRUEZFT - 72, PIHIRE L, @Eo
5 [64]2> & PIE X 4172 Fungizone® D LDso D i RIEEME & 5 2 b 1172 5 mg/kg ICRE L 7-.
B oBYIC I, MO OEFRICGL T, XV ECHRE 2L VECHEZRG L.
AFEL T2 8YIE, 5% 14 HE, BREOHCEBE L. %51, RABRLZ5ED
HE L 728 C 4 MoWlES R 2 £C, 24 h o ERREIRR L2, 7Ty 7&x Y v
FECHIE L7231 6, LDsoZ IRAHFEICTHRE L 7.

(13) Invitro 3 X O in vivo PLE R E1E

In vitro ZE5 13 MIC 1< CFHlli L 72. MIC HI5E 1% S. cerevisiae BY4742 % F\» TS L 72[37)].
L& S cerevisiae BY4742 % YM broth ICHI L, 28°C T 48 h#5# L 7212, 660 nm DY
FERBIE L7z, WEREDS 0.03 DUT Z S45EH] & b L 7=,

In vivo FZN X, S. cerevisiae BY4742 & Ys~ 7 2% ¢, Bk, MFiE+s X CHEIC 1
PR EZHES 2 Lic X OFHEi L7z, 7 BEEHEEER DBA2N = 7 R 16 PEIC 2 x 107{E ©
% 0.2mL @ PBS TREARICHEAE L, B & 272, BB MR HER & v CEHL 7=,
J&H 30 min #, 5% 2 V3 — A X U PBS IC % 1LZ 1LiRf# L 72 Fungizone®$ X UF SMA-AmB
ZJEFR2> 5 0.1 mL HE#5 L7z, PBS &RGHFZ NI E L7z, SMA-AmB /&R E L O
PBS (%, FARNCAY T LY 7 4 0% — (045um) [T TUERL 72, #%5 48 h 4 IRl 2
HEENICHY L, PBS THREYF A4 XL, HY) AR 02mL % SDA 7'L — b IC#kfE
L7z, AREUE, 30°C T 72 h 88RO 2 1 = —JBEA. (CFU) #e L CTHEE L 7.

(14)  FEaHgdT
7 — 2 PP EHEE R A TR L 72, 2 B0 #21T Student D ¢ BUE & FH W CTENT L 7=,
WD 7 — 7T DFEE, ANOVA IZHi\ T Tukey D% BEHIKHEZHH L THOM L 7=, P

<0.05 DEIFAFTINICERE & A7 L7z, el R, Version 3.4.1 Z W CTfT o 7=,
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2-2-4 HER
(1) SMA-AmB DYk

AmB &% % DMSO FICH T % 416 nm TOBNEEZH TR L L 2 5, SMA-AmB

B X O FITC-SMA-AmB © AmB &H X, TN 39.1 ww%B XU 41.8 ww% TH - 7=

(Figure 12, Table 3). 2F V, SMA1 4TI LTH 1 57D AmB MESG L T3 2 &2
NE N7, SMA-AmB FICE TN D KAEEG AmB OfFEEE% HPLC ICCHIEL 72 & & 5, K
ity AmB DEHHEIL 0.6 ww%TH Y, SMA-AmB F1D AmB 13 K51 23 SMA ICH#E& L T
W3 ZEMIRE NI, Figure 13 1IC/RT X 512, SMA-AmB %> 5 D AmB DfitH i 48 h £ IC ik
KITEL, BB AA—v v ML, pHS, 7, X9 TEZNZNS50, 3.8, BLUL1.6%TH
> 7z,

AmB D EEEIRRE Y, SEA TR R IC TR L 72. DMSO ICiAf#E L 72 AmB ¥ L O
SMA-AmB % S8 ARG S RE 0 CTHE L 724558, 372, 391, 3+ X 100416 nm THRWIRIY
L, 353nm TIEINH XD DFHFOIINEZR L7z, HEERD AmB 1X, 2456 DRz #F
DRARYZ FUERT T EPRE XN T B[40]. —7, KIEHETH D SMA-AmB DWLIEE 2~
7 ko, #9350 nm iCEWCIN AR L7 (Figure 12). BUKMEERBE CHCESE S % AmB
1%, #9330~350nm CTWRINABEM L 72 A= 27 L ERIRT Z ERHON T 5[40,41]. LAED
5, SMA ${ o AmB IZBUKHERBE T T H2AHCEE L THEEL TW5 T LRI N,
SMA-AmB @ DLS 73 DR 5, EEA 3.8£05mm TH Y, F /7 hT & LTHEEL T
% Z LRI N7z (Table3). Sephadex G-100 Zffif L 72 GPC DfEHE 225, SMA-AmB @ H
22T DY A X3 52kDa TH B Z & AR 7= (Figure 14A, B, E).

Table 3. Properties of the conjugates.

Total AmBf  Free AmBj}

Sample Diameter (nm)
(W/w%) (w/w%)
SMA-AmB conjugate 39.1 0.6 3.8+0.5
SMA - - 34+£02
FITC-SMA conjugate - - 55+03
FITC-SMA-AmB conjugate 41.8 1.5 45+09

T Total AmB was measured by UV-visible absorption spectra at 416 nm in DMSO.

+ Free AmB was measured by HPLC.
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——10 pg/mL of AmB in DMSO
A ----- 10 pg/mL of SMA-AmB conjugate in DMSO 16 B - - - 5pg/mL of AmB in DMSO
0.6 ’

. - - - = 2.5 ug/mL of AmB in DMSO
——10 pg/mL of SMA-AmB conjugate in distilled water

1.25 pg/mL of AmB in DMSO
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Figure 12. (A) UV—Vis absorption of SMA-AmB conjugate at 10 pg/mL in DMSO and distilled

water; (B) UV-Vis absorption of AmB in DMSO at 10, 5.0, 2.5, and 1.25 pg/mL.

% released

day

Figure 13. Effect of pH on the release of AmB from SMA-AmB conjugate. AmB release percent

from SMA-AmB conjugate was determined in 0.1 M citrate buffer solution at pH 5 (e) and 0.1 M
phosphate buffer solution at pH 7 (#) or pH 9 (m).
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Figure 14. Size exclusion chromatography of SMA-AmB conjugate (A, B) and FITC-SMA
conjugate (C, D) in the presence of different concentrations of BSA using Sephadex G-100. The
apparent molecular weight of SMA-AmB conjugate in the presence or absence of BSA was calculated
using the calibration curve based on the partition coefficient (Kav) using molecular weight standard
markers (E). The eluate was monitored at 280 nm for BSA and SMA (A, C, E), 367 nm for AmB (B),

and 495 nm for FITC (D).

(2) SMA-AmB O 7 A7 I vEEEE, AR, ERRTE

SMA-AmB @ in vitro TO T N7 I VEEEREIICOWTH GPC TREfiL 72 & &5, AmB
R DOILIEE X, BSA DRERFNICT 727 a v §fHEO Y =2 B KREL ro7z. TD
FEE A 5, SMA-AmB (X BSA ~DRERFN 2 iEE SR &7z (Figure 14A, B). SMA-
AmB L TAT7 I v bbb T, 131 kDa Th o7z, F7, FITC-SMA T d [FRIFEDHE

ErEonzchrs, TNOLDDTFIESMASHZNLTT AT I Vv EHAERT 2 2R
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B 5 %» & 72 o 7z (Figure 14C, D).

ddy ~ v R R FEH O 5 K51 35 1) % FITC-SMA-AmB O [l # 14 % Figure 15 1C/R9,
Fungizone® ¢ 5-% © AmB O [MAFHEFE & g L €, FITC-SMA-AmB % 5-# @ FITC-SMA-AmB
DIMAIRE L, BEFICE W 2RI .

Figure 16 ICE R IC 1) % FITC-SMA-AmB DJR{E% 7~ 3. FITC-SMA-AmB |3 BB 2K I
JTE L T2 28, FITC-SMA X B ICHES L d o 72, & 51T, AmB DFEIZEE ~D FITC-

SMA DHFEAMEICEER S 2 b o7, 2O DFHED S, SMA-AmB (2 AmB # /> L CEKF

=i

KAICHEALTHWBE I LR INT.

100
2 mg/kg AmB equivalent

—e— Fungizone
—a— FITC-SMA-AmB conjugate

10 A

% of dose

0 5 10 15 20 25
Time after treatment (h)

Figure 15. FITC-SMA-AmB conjugate and AmB levels in the blood after a single injection of

Fungizone (@) or FITC-SMA-AmB conjugate (m) at an AmB-equivalent dose of 2 mg/kg in mice.
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Phase contrast Fluorescence Overlay

Figure 16. Fluorescence microscopy photos of S. cerevisiae treated with 1,000 pg/mL of FITC-
SMA-AmB conjugate (A), 1,000 pg/mL of FITC-SMA conjugate (B), and 1,000 pg/mL of FITC-SMA

conjugate with 10 pg/mL of AmB (C) for 2 h (the bar is 10 um).

(3)  mIERH
Invitro Bl L U<, FRIMBKIEMAN: %2 54 L 72 (Figure 17). C50 27”73 AmB R,
AmB ¥ X Uf Fungizone® TZ N Z 1 4.7 5 X T 6.1 ug/mL AmB-equivalent TH - 7z. —71,
SMA-AmB D AEIMAEMZ, 128 pg/mL AmB-equivalent IC 35\ CAIMME % 1ZIT7R X 7 d o 7z,

LEA 6, AmB ¥ X U Fungizone®IZ b~ T, SMA-AmB D&M I BHE IC{KJR X LT 7z,
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In vivo BER, ddY <V ZRREEHEHREGICE 1T % LDs i< THHM L 72 (Table 4).
Fungizone®® LDsol¥ 5 mg/kg AmB-equivalent TH Y, BEERD LDsy & —E L T\ /z[64]. %
72, SMA-AmB @ LDs (3 50 mg/kg AmB-equivalent T& Y, in vivo #:l4 13 Fungizone®® 1/10
¥ TP L T,

100 -

Hemolysis (%)

0.1 1 10 100 1000
AmB equivalent (ug/mL)

Figure 17. Hemolysis of mouse red blood cells in AmB (), Fungizone (o), and SMA-AmB

conjugate (m).

Table 4. In vivo acute toxicity of SMA-AmB conjugate in ddY mice.

Sample LDso} (mg/kg) 95% Confidence Intervalf (mg/kg)
Fungizone 5 3.48-13.3
SMA-AmB conjugate 50 34.8-133

T AmB-equivalent.

(4)  FNEH
In vitro FTEEIEVEX, S. cerevisiae % i\ > 72 MIC DHEIFE I CTFHli L 72 (Table 5). AmB,
Fungizone®® MIC (% 0.39 pg/mL AmB-equivalent T® - 7z. SMA-AmB @ MIC (% 1.20 pg/mL
AmB-equivalent T®H - 7z,
S. cerevisiae F&HRe~ 7 A % T in vivo PLER G Z MIE L 7245 % Figure 18 IR,
SMA-AmB & Fungizone® D%51C XV, Hl@zs D CFU I3AEICHD L 7%z, Fungizone® 0.5

mg/kg AmB-equivalent (LDso® 1/10) %5 L 7z#f & SMA-AmB 1.5 mg/kg AmB-equivalent
98-



(LDso D#J 1/30) %#5 LM%tk + 2 L, FAEFONEEEHTH S LRI .
% 72, SMA-AmB 5 mg/kg AmB-equivalent (LDso® 1/10) % % 5- L 7-# (%, Fungizone® 0.5 mg/kg
AmB-equivalent (LDso® 1/10) %5 8EIC -~ TPl 3 X OB Ic B CHEICE WITEERE

MR I Nz

Table 5. In vitro antimicrobial activities of SMA-AmB conjugate.

Sample MICY (pg/mL)
AmB 0.39
Fungizone 0.39%
SMA-AmB conjugate 1.20%
SMA > 10

T MIC, Minimum inhibitory concentration.

¥ AmB-equivalent.

OPBS BSMA-AmB conjugate 1.5 mg/kg
BFungizone 0.5 mg/kg BSMA-AmB conjugate 5 mg/kg

Log,; CFU/Organ
w b
o o

19
o

-
o
L

0.0

Liver Spleen

Figure 18. Yeast density (CFU/organ) in the livers, kidneys, and spleens of S. cerevisiae strain
BY4742-infected DBA/2N mice 48 h after a single injection of PBS, Fungizone 0.5 mg/kg AmB-
equivalent, SMA-AmB conjugate 1.5 mg/kg AmB-equivalent, or SMA-AmB conjugate 5 mg/kg

AmB-equivalent.
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2-2-5 EH%E

SMA 3k % R EEEHESEY O KIEE R EO 2 L PR INT 0 E, EELORETIHE
NETIZ, SMA/AmB 2 & ¥ X U But-SMA/AmB X kLD ZHE LT\ 5([58]. L2
L, T Iz RBEERS LA TH, AmB OIFHE : X Fungizone® & [FAIFEEE
THolz. AW TIE, AmB OIHHFEESEL HVE LT, AmB % SMA ICHH#EA L
7= SMA-AmB #A| ZFHFE L 7-.

AL, DLS, B X U GPC D25, SMA #H D AmB |Z SMA-AmB 72°
JEHF 2 F 7 R ok EBRE c— B HCEE T 22 L, £/, SMABZANLTT LT
IVEMAERT 2 EBHLL LR o7, SMA X7 =4 VIHEILEYITH Y, H»OBUKME:
fLa¥cddn, ZnoofEz a3 2LEMITEDICT AV T IV ERETIRIEAT
L2l HMbNTEY, oMb EECEFEA O LIt W TEHEETH S
[65,66]. ¥ A4 RXA310~100 nm D F / K11, MHEAANK R~ MBI OEZ VT 7 v A0
WA 2 720, MM sm LT3 2 8BRS T 5[67]. DLS HIE DFEE D2 5, SMA-
AmB A TIE Lk D4 4 XOHHINCTH 2 2 L L Lm0 7228, TAT I vEAKE
RAEZ AT % M2 5, SMA-AmB DI X L9 2 2 L AHAff . 2 2T, FITC
T7 L7 SMA-AmB ZH\WC, =7 2ic BT 3 Ifd %2 HE L 72555, FITC-SMA-
AmB DOIiHiFE YL, Fungizone®Z 5L 7254 X 0 B ICE 2 5 7-.

In vitro #VERHET & LT, SMA-AmB O#EIMEMEZHE L 72 & 25, SMA-AmB DK IML#
T£1% AmB % Fungizone® & it U CRAZE TR L 72, —77, in vitro PFUEREIEM:Z MIC IC T
A L 7= & 2 A, AmB % Fungizone® & FLEX L CHJ 1/3 LME T L o7z, v v 22 HWw
7z invivo TOMRETICH W TH, SMA-AmB DY TERE G Fungizone® IZ e~ "THJ 1/3 1T L 2
KT, LDsold 1/10 ICE THE XN, invitro & FRROMHFAIMA RS N, 2 b DR
5, AmB % SMA IZHAHEA L7 SMA-AmB Z 2% Z & T, PiBERF ORI SEEL
BFEERMED M L5 2 L AR E Tz,

SMA-AmB (37K CHEILETH Y, SMA-AmB 2> 5 D AmB DRUHMEIZRATD
5.0%ICBE RN L2, SMA-AmB 70 HIEDBHIEREEME % o T 2 A[RETE D R R &
N7z, AmB 3, BEFHOMIIKKS TH 2T 2T 0 =A@ eBAEZR L, MiES
MxED 5T ¥ AV EER L CHIRER S 2 RS ¢, HEZEHS T 5. M2 T, AmB
KIAWAE T T V[P AT H— VAR Y VETA[9])72 L, BICT VT AT 0 —LLfEE

-30-



272 CHEZIR S & 2 EAERT b il S hTw 3, HOLBEMERBIR O E, SMA-AmB
FEROMERIICHEL T2 2 BRI NI &h b, SMA-AmB F, 272 &b
AmB RAWEETNLRLATE— VAR Y VET VI X BMEREEEZH L TWE 2 L 3E
Abis.

Y ORREVE R 7 T~ O GG X, YO WAL, HEYRERIE, Y ERedcE i L,
%L OHEE S 7203, AR ICE T, HKAELEY ©H 5 AmB ZHEELS ST TH 5
SMA IcAfEAT 22 Lick Y, ZNODOHHEERZ L7 AmB 7/ BAIHFHEAIEE & 75

> 7.

-31-



B3 a2l ATu—VEfixFL Y —~L A ViEa R ~>—%2H\~T A

w7 Y v v BIEHE T WAl

-2

2-3-1 ¥

AmB X, HKEHEORFRE ) = vHIERAITH bV, FEEEEREPERZEO I — L F
ARV E—=FTHb. AmB ZMIEED 2 7 v — v LAHAER L CREET ¥ 2 V2B L,
—fli> A A VIR ICHR T 2 MIIEFE % 5 2k 2 37 [70-72]. BIfE EifidhCTwv 5 AmB Al
i, BIFHCa A FOHICEWCELRIWENHETH L., 2O eh b, BEMEEM
SR DO E AmB UK Z A S 2 2 & BEETH 5 [47-53,73,74].

SMA AR EAEDOFE VR Y ~—TbH Y, Atk B HEEEL v 2HEEIEED
LNTWRWV[57]. SMA RliEERY ~—Th s Lica<T, TA7 3 viiahsa
T 52 Lhs, HKAEEY OBERE, REWE, BXOEDBIEROSEICHHETS .
¥ 72, HiSKATH 2 SMAnh OFREBOKYE O WICHEZFHT 2 2 Lick Y, LIk
LEVDEABAHETH S, SMA ~—Z2DHEF & LTix, BiHSIC X > TR I N
SMANCS 22X L HIHNTW B & 2 ATH B[75].

EHLDMRETIIINETIC, SMA BL X7 F LT X7 SMA %#{liH L7z AmB
F/ e NV EIFIOBF WS L CTE[58]. TNHD SMAZHW3EZ itk ->T, AmB %
WRIICAA LT 2 2 3T & b oo, IMFHEHE M Fungizone® & [RIFREE &, JEHIC{E L
HDTH o7~

%2 ®5 2 HiTl, SMA I AmB ZHAHA L 28AITH 5 SMA-AmB ZHFEL 7-.
SMA-AmB (I FF#HEEVEABEE Tl L L Cnie, —75, SMET L Cnizsi-e, gt
HEMiEMZ TS Z OB LEY e Lo A EH I NS 525, T2 v b
LLTEIFLNS.

Z ZCABRI T, SR EEE T 5, EYNICALAEZ I x < Ze BT o Y
¥AEHME L, aL A7 18— (cholesterol, Cho) 7% &D AT v —LJHE AmB & OfHICA
U2 IEHERATEOMEERZFIH L 2 ME OB EER L. 2L X7 0 — L&k SMA
(Cho-SMA) % &K L, Cho-SMA % f\»7z AmB © 7/ I & L8| (Cho-SMA/AmB) % i
L7, Zo®FICONWT, AmB EEECHR TV A X, TAr7 I vikéaee EENDh,
B, PUERENG O FHll 2 1T - 7-.
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2-32 ¥

SMAnh (CF3#5r 78 1 ~1,600) 3 XU BSA Z> 7 ~T7AF Y v FrEX W EEAL 7=
AmB 37 A=y 7 I AN X VAL, Cho 3T T4 T AL VEEAL 7.
Triethylamine, DMSO, DMF, % OfthDFEE - A BT E - 7 4 v L HDEMEEE L DAL 72,
Fungizone®iZ 7'V A b v« w4 ¥ =X 227 4 74X DA L7-. SDA ¥ X O YM broth i3 H
KR by T4y Fvy vk WAL 72, 4 EEHEMEREL ddY <=7 235 X O 7 BElimiEE:
JKER DBA/2N = 7 R XTEKEFM L O AF L7z, $XCToEYIcE, BHE/KEHEIC
B 27, WK HEGEZAEROKEEZ T (RIC-B-1), RILKEBIYEE T4
FI A4 VICHERLL CTHEMEL 7.

2-3-3 FEhk
(1) Cho-SMA D&

Cho 100 mg, SMAnh 100 mg % DMF SmL Ci&fi# L, triethylamine % 20 uL il 2, 80°C T
L€ 1EMRIG & 72, KIS, diethyl ether THFH & 4, =053 (2,500 rpm, 30 min)
LS &I L 7z, 2 0#E% 3 [l VR L CTRKIED Cho & triethylamine % [RZ L T
W8k, For—2h Tz ez, 25 LR RZAERYIC 30mL @ 0.1 MNaHCOs %
MATERTI6h G E2 LT, REIEDENK~ LA VEEENUKDRL 72. Z D1,
AR v — ZEME (Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen) % i o TZREEKITH L TEN 21T -

7=, BT, AL, Cho-SMA #1572 (Figure 19).

£f§5“> Naes

Styrene-maleic anhydride copolymer

Cholesterol (Cho) (SMANh)
fm
o OH O OH OH OH

#%YV———~ aladalle:
Triethylamine 0.1 M NaHCOs [ & ] [ ] [ }
1 week at 80°C 20X y z

Cholesterol- conjugated SMANh Cholesterol-conjugated styrene-maleic acid copolymer
(Cho-SMAnh conjugate) (Cho-SMA conjugate)

Figure 19. Chemical structures and conjugation pathway. Synthesis of cholesterol-conjugated

styrene-maleic acid copolymer (Cho-SMA conjugate).

-33-



(2) HPLC iIC X % Cho DiE&E
HIFEH /1 7 2013 TSKgel ODS80-Tm (4.6 mm x 150 mm, Tosoh) column % FH\>7=. FEEIHH
FFEKE 2-T w8 =% 1.9 (viv) DEIGTERE LD DZMHV72. JiE 0.6 mL/min,
PV TNVFEARIT 200l & L7z, BT IR R E SPD-20A (Shimadzu) % F >,
P 210nm THIE L 7z. 0.1 MNaOH : DMSO=9:1 (v/v) DRI X - T Cho-SMA D#ESE
2 1.0mgmL &7 5 X HFABL, 85°C THMIKMfELIzDbDEY VT L LT,

(3) CMC DHIE
Cho-SMA D5 I & ViR (critical micelle concentrations, CMC) 38 ta3E N-phenyl-
1-naphthylamine (PNA) % i\ THIGE L 72[31]. PNA O 7 & b VA (1.0 x 104 M) 20l %
AEREICHY, 7Tk b v RIS TPNA OEEEEo 72, 2 OFERE 1T, Cho-SMA AR
T SMABE 2mL Z 272, SN% 40°C TlhAvFa—bL, BREFCHALZ
%, BEEYIEE 340 nm T, HOEPHEE 350~600 nm OHEHIHEZ A X ¥ v Lz, HHART b

X5 EEET (650-108, Hitachi) 1 CHHIE L 7.

(4) Cho-SMA/AmB 7 / i@ i #L
Cho-SMA 50 mg & AmB 20 mg % Z #LZ 4 5 mL O & KE L U DMSO ICiEfE L TRA
%, FEvr v — BN (Spectra/Por 1, 6-8kD, Repligen) % fifi o T KX L CTi&ENT %

To7-. @ik, WALHZEE L, Cho-SMA/AmB %157z,

(5) HPLC IC X % AmB DE &
HIFEF /1 7 2013 TSKgel ODS80-Tm (4.6 mm x 150 mm, Tosoh) column % FH\>7=. FEHEIHH
X 5SmMEDTA (pH7.8), X &/ —N, BXUOT =t Y% 2:4:1 (vviv) DEIEGTES
L7zd D%z, i 1 mL/min, %Y 7AVEARL 20 uL & L7z, BHIC IO EEER!
MEHi#F SPD-20A (Shimadzu) Z V>, R 405 nm CTHIE L 7-.

(6) SEM I X % 2 RE M
R+ DIZHE%R SEM THIZZ L 7-. Cho-SMA/AmB D7 AR Z ik 2 & 7I1C¥Am L, g
TR 2%, VIV EEa—T 4 v L, ERME T HEMEE JEOLISM-6510A, JEOL)
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ZEHLCEEZRZE - P CHMETFEZ2RE L. 5002 EHBK T Imagel
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) VT N4 F U —{b L, kI N2k oML 5 Cho-
SMA/AmB O~A4 7 v FEEEHL 7.

(7 KTFREOHEE
4.0-mW He-Ne L —# — (633 nm) Z{&#{ L 7= Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument) %

FAvs, 25°C T 1 mg/mL ®% ¥ 7% DLS I CHIE L 7-.

(8) ARSI EEMIE
Cho-SMA/AmB, Cho-SMA, F X IF SMA % 50 pg/mL D ZEKICIEMR L, /3R (UV-
1800, Shimadzu) % fHH L TN A~ 7 b L ZHEE L 7. 72, Cho-SMA/AmB ¥

XU AmB % Z #1Z 3 50 pug/mL, 10 pg/mL & LT DMSO ICEfEL, [FIBRICHIE L 72,

(9) XRD #ll5E F X O DSC i< X 3 AmB JEREEill
XRD »¥ % — %, RigakuUltimalV (Rigaku) Z i L T 40kV I THIE L 7. AmB Oy
K X OHAEEZHE L 72 Cho-SMA & Cho-SMA/AmB % Z W2 N7 7 AR _IC)A W CHIE L
7o, T— X%, 2°min DA F ¥ VHE T 20 23 5~30°DHIFH TUVE L 7-.
DSC Hhf#iZ, DSC Q100 (TAInstruments) % {HfH L CfF7z. &H v I NAik T IF8viC
EL, EBRFHST, 25~250°C OHiPFH T, MMEVEE 20°C/min, ¥ ¥ Y 7 # ZEEE 50 mL/min

I CHIE L 7=,

(10) GPC T X 27 A7 3 vk I
GPC |Z, Sephadex G-100 # 7 & (p=10mm, L=500mm, GE Healthcare Japan) % L
THEML 7. BEIEIE 0.1 M NaHCO:/KiZi Z v 7. #v 7L LT, PBS ICBfiEL 7=
BSA & Cho-SMA/AmB % F AR 0.5 mg/mL THEL, &¥ v 71 02mL %2 H 7 LICT 7
FA LT MR 2mL &7 727 a2 LCEINL, 280 nm ¥ X U8 330 nm TOWL
JERE & JIE L 7.
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(11) AmB DR E)HE
FERIT T 4 Bl O HEMEKER ddY = 7 A Z 72, PBS ICI#fi# L 72 Cho-SMA/AmB, b L
I 5% 27 v 3 — RICEEM# L 7z Fungizone® % B FHk2> 5 #5. L 72. Cho-SMA/AmB &K IC D
WTUE, #EGHNICA Y 7L v 7 4 v & — (0.45 um Millex®-LH 7 4 ) % —, Merck Millipore)
WCCIRF B & i L 7=, 5389 & 13 2 mg/kg AmB-equivalent & L 7z, #:54% 10 min, 1 h,
6 h ZICIR Z AL L, [RIRFICHE, &, MiERIRLZ-. 2hb ik XX —AhThEYF
AXL, FEiRT1hifE L7z, 5000pm, 4°C T 10min @008 L 72, &% v 7o bik

% 0.45 pm Millex®-LH 7 4 )\ &2 — T A%, Hijzhd HPLC ¥ A7 AICT AmB ZE& L 7=,

(12)  Invitro Bk
In vitro k13~ 7 ZIRIMBRVAIL: 1< CEEM L 72[38,39]. 4 Wl o M E ddY ~ 7 2D
BRERR2 & M Z BREL L 72, ~ %) VLB L 72420 % 2,000 rpm T 10 min i@ 00 8EL, b
i & buffycoat #FRAE L, RIMERZ7-.  OJRIMER%E PBS I THidt:, AR L7z, HY) 4k
FHERIL, ARIMMERDSK CRELITIEM L 2B EiED 576 nm D AN AHRIESEE 254 0.4 &
%% X IBE LT, HNL Z2RIMER & SR 2 IRAR, 37°C T30min / v Fax—FL7%.
TDLE, 1%BSA 73 X ) REZFEL 72, KBk, 10,000 rpm T 30s = 0508EL, JE
AIMARMERZ VOB & 2, EiFEZRBEUNL, 576 nm OWEEE ZHIE L7z, w3, RilnR=
(Abs-Abs0) " (Abs100-Abs0) x 100 D THEH L 7z, Abs, Abs0, Abs100 I%%Z L% 413k
kL, PBS, /KTZNZNUHE L 7255 OWNEMHETH 5.

(13) Invivo #lE

Invivo BEIZFIRNIE G512 X 3 LDso DHEIEIC X W HE L7z, Cho-SMA O LDso %, FREE
AERIC X WV RE L2, BERIICA Y 7Ly 7 4 02— (045 pm) IC CTHULEE%{T 5 72, Cho-
SMA/AmB ¥ X U Fungizone®D LDsof (%, 7 v 7' &7 v ik[63]% FAVCTHETE L 7. 4 8fitD
HEPERRER ddY ~ 7 R ickk % s R O3k %2 BEIRk2> 5145 L7z, Cho-SMA/AmB (3% 5-Hi
KAV T LY 7402 — (045um) (TR EFT - 72, VIR X, @K OHE[64]2 bk
7E X 172 Fungizone® D LDso Dix RIEEM & & 2 b L7z 5 mgkg ICERE L 72, Bt OEYIC
X, BIOBPOEFFRIEL T, XVECHRE AL VIRCHRLZEREG L. EFL T
2EWNE, 5% 14 HEE, BEREORCEBIE L2, K51, R 72 5 PEoEifE L 72 8)
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YIC 4 ROPELALZ 52 F T, 24 h O—EREIERc#tlt L7z, 7y 74w viETHlEL
72 LDso i3 ETHEE L 7-.

(14) Invitro FE%R)
In vitro &N 13 MIC I CTFHffi L 7z, MIC HIZE 13 S. cerevisiae BY4742 % F\ > THENi L 72[37].
kL S cerevisiae BY4742 % YM broth ICHN L, 28°C T 48 h H5# L 7212, 660 nm D W
FEZBIE L7z, WOEEESS 0.03 AT Z BE 5 & I L 7=,

(15)  In vivo 3%

In vivo 3L, S. cerevisiae BY4742 &~ v A& AT, B, MHhEs X Wl 31
DEBEHEST S Z Lic X OFHli L7z, 7 ElnkErERE DBA2N = 7 2 16 PEIC 2 x 107{E D
% 0.2mL @ PBS TRERICEAE L, B & 2 72, BB IMEREHER & v CEH L 7=,
&S 30 min 2, ~ 7 A (C Fungizone®$ X U8 Cho-SMA/AmB (5% 7' /L3 — X3 X U PBS IZ %
NZNWER) %REFEIR?2 S 0.1 mL HESL L7z, PBS 582 REMNEE L7z, Cho-
SMA/AmB &3 X O PBS 1%, EARTICAY TL Y 7 4 4% — (045 um) I TULEL 7=,
5 48 h 4 ICAER i 2 MEREICH D L, PBS THEY F A4 XL, WY AAHE 0.2 mL
% SDA 7L — MICHERE L 72, ERWEUZE, 30°C T 72h 5% D CFU K E L THEE L 7-.

(16) FEEHEEHT
7 — 2L EAR R A TR L, 2 B O X Student D ¢ HUE & FHV THET L 72,
B D 7N — T DX, ANOVA ICHiT Tukey D% BEIEBRE ZHH L TOW L7z, P
<0.05 DIEIZMETHICHE & A78 L7z, #HEHENTIE R, Version 4.0.0 % IV TfT 5 7.
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234 HER
(1) Cho-SMA ¥tk

Cho-SMA @ CMC %, BUKMEEREIHICHIT T 5 & 4O AW IR 32 PNA % [
WCHIE L7z (Figure 20). FHRMHOEERE O 208072 7R L 72 BE 25 CMC % HEE L 72
&5, SMA B X U Cho-SMA DHEFE CMC 1Z%Z 11241 2,000 pg/mL F X O 220 ug/mL TH
> 7z, iR HE T T Cho-SMA 2> & Y] X 4172 Cho % HPLC IC CHIEF % Z &I X  Cho-SMA
D Cho iR ZHHI L 72L& 25, Cho-SMA H1IZ 30.5 w/w%® Cho 23&ENTH Y, SMAI
T L THI 1.5 01D Cho A L T b Z 2RI 7z,

Relative fluorescence intensity
- - N [h%) w w B
o (8] o ()] o (3] o
. .

[&)]
"

10 100 1000 10000 100000
Concentration (ug/mL)

Figure 20. Relative fluorescence intensity of PNA as a function of the logarithm of the

concentrations of Cho-SMA conjugate (@) and SMA (4).

(2) Cho-SMA/AmB D)1k
Cho-SMA/AmB H1®D AmB &% % HPLC ICCHITE L 72 & £ 5,283 ww% TdH - 7z (Table
6). Cho-SMA/AmB DJZHEIZ SEM I TEFffi L 7= (Figure21). Cho-SMA/AmB (%, #Z/IRAE
THY 100nm DERIRICEER L T b 2 LRI N BoNERE N4 F U —{L L 724
ATEHDORL DRI NI, O DRTD~A v v FERDEES I Figure 22 10T &
BHThHY, FHERIL86.0+£385nm LHEH Iz,
Cho-SMA # X ' Cho-SMA/AmB DI/KIERH COER % Zetasizer I THIE L 72#5%, %

NFNT5+33nm BLXL145+£550m TH > 7= (Table 6).
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AmB DEEEIRAEL, AN EHIEE, XRD, 3 XU DSC IC CTFHfi L 7z. DMSO (<
BfiE L 72 AmB 3 X UF Cho-SMA/AmB % 844 AT EE I CHIGE L 7245258, 372, 391,
FX 416 nm THOWIINEZRL, 353 nm TIEINS LD FHFOIRINERL 2. HEAKD
AmB %, IO DFHHZFFORRY P VERIRT LA HE I N T B[40]. —77, KRBT
D Cho-SMA/AmB D WAL A7 FViE, #1330 nm i< 5\ TR WY Z 7R L 7= (Figure 23).
BOKERE CHCHE®E T 2 AmB 1E, #7330~350nm TEWBINAX 7 L ZRT LA
5T 540,411,

Figure 24 IC1X, AmB, Cho-SMA, # X U Cho-SMA/AmB @ XRD Y& — v % /"3, AmB
MARD XRD XX —vicl, W D DEITME Ty v — v — 27 B3@D o, fhmtEs
NEN72[42]. —75, Cho-SMA/AmB @ XRD %% — ¥ Tl¥, AmB DFHEII 72 — 7 23380
5Nd, AmB AT ELT7 7 RRETH 5 Z L HA/RE N/, AmB, Cho-SMA, ¥ XU Cho-
SMA/AmB @ DSC 73 #t D5 H % Figure 25 I8 3. AmB i KO —€ 7' 7 L1, #fE AmB
HKTH 5 100.4°C I X 8 202.3°C THBh v — 27 %78 L 72[43]. —77, Cho-SMA/AmB @ ¥
—E7 7 LTIEINGD AmB IR v — 7 13 X3, Cho-SMA/AmB I fAH D
AmMB FELRWT R E sz, 72, KRHNICH Zic e — 27 853880 bz,

Table 6. Properties of Cho-SMA conjugate and Cho-SMA/AmB.

AmB content

Sample Diameter (nm
p (%) (nm) {
Cho-SMA/AmB 28.3 145+55
Cho-SMA conjugate - 7.5+£33

T AmB content was measured by HPLC.

+ Diameter was measured by DLS.
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Figure 21. Scanning electron micrograph of Cho-SMA/AmB.
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Figure 22. (A) Binarized image of the SEM image in Fig. 21 processed by Imagel. (B) Frequency

distribution histogram of Heywood diameters of Cho-SMA/AmB.
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Figure 23. UV-vis absorption of Cho-SMA/AmB, Cho-SMA conjugate, SMA, and AmB. Cho-
SMA/AmB were dissolved in water and DMSO at 50 pg/mL; Cho-SMA conjugate and SMA were

dissolved in water at 50 pg/mL; AmB was dissolved in DMSO at 10 pg/mL.
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Figure 24. X-ray diffraction of (A) AmB, (B) Cho-SMA conjugate, and (C) Cho-SMA/AmB.
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Figure 25. Differential scanning calorimetry patterns of (A) AmB, (B) Cho-SMA conjugate, and (C)

Cho-SMA/AmB.
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Cho-SMA/AmB ® 7 V7 3 vEESH: & ANE)
FTTALT I v~ Y

3)
Cho-SMA/AmB D ERNTOZEEEZHH S 203 57201

GPC 12 TS L 72. Cho-SMA/AmB IZXf LT BSA % 1:10 ML LD HECHM L 728546 Tl
Cho-SMA/AmB DfE&EIFZ A FIIBEML 2o 72b DD, 1:10 £ TOHERTHRIML 7255
ATl Cho-SMA/AmB DFEAEIIHINM L 72 (Figure 26). AmB 123} L T BSA Z#iI L 7235

HTIE, Ao oNnkd o7k,
ddY ~ v R EFHEH B 5-RFIC BT 5 Cho-SMA/AmB DIRNENFE % Figure 27 IC/RT.

Cho-SMA/AmB #:5-% ® AmB D IMAERE 1, Fungizone® % 5% O MBHEE X D b &d2 o 7=,
¥ 7z, Cho-SMA/AmB 5% D AmB (FIFIRICHEICE < 7016 L, B~ D 5347 1 Fungizone®

FOBEBICAE NI EARINT.
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Figure 26. Size exclusion chromatography of Cho-SMA/AmB in the presence of different
concentrations of BSA by using Sephadex G-100. Eluate was monitored at 330 nm for (A) AmB and

at 280 nm for (B) both protein and Cho-SMA conjugate.
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Figure 27. AmB levels in the blood and tissues after a single injection of Cho-SMA/AmB and

Fungizone at an AmB-equivalent dose of 2 mg/kg in mice.
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(4)  FPERHIM

Invitro #i1E L U<, ARIMERIEMAN: %2 570 L 72 (Figure 28). C50 Z/~" 3 AmB 213,
AmB ¥ X UF Fungizone® TZNZ N 4.7 B X 6.0 ug/mL AmB-equivalent T - 7z. Cho-
SMA/AmB @ C50 1% 34.8 ug/mL AmB-equivalent T» V, 1134 1/6 1 £ THICKIk & 1T
W7z, Cho-SMA DEIM#EM: X, 3,000 pg/mL ¥ TIIFED HNLed o7z,

In vivo BtEIE, ddY v v RBEHEHEIESG1C3H 1T 5 LDsoIc CTFEfi L 72 (Table 7). Cho-
SMA @ LDsol%, 500 mg/kg LA LT®H -7z, Fungizone®® LDso(d 5 mg/kg AmB-equivalent T
HY, PlE L OH 2 5HH 2 HOMR & —E L Tw/z[64]. %7z, Cho-SMA/AmB D LDsfE

IZ 15 mg/kg AmB-equivalent T® 9, in vivo 21 1% Fungizone® D#J 1/3 £ T L TV 7z,

100 -

80

[o]
o
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20 A

1 10 100
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Figure 28. Hemolysis of mouse red blood cells in Cho-SMA/AmB (x), Fungizone (o), and AmB (¢).

Table 7. In vivo acute toxicity of Cho-SMA conjugate and Cho-SMA/AmB in ddY mice.

Sample LDso (mg/kg) 95% Confidence Interval (mg/kg)
Fungizone 5% 3.48-13.3 F
Cho-SMA/AmB 15 % 9.54-44.0 t
Cho-SMA conjugate > 500 -

T AmB-equivalent.
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(5) FAhEVHiMh

In vitro PTEEIEMEL, S. cerevisiae % H\>7= MIC DHIE IC CTFHMi L 72 (Table 8). Cho-
SMA/AmB, SMA/AmB, AmB, Fungizone®® MIC (33 XT 0.39 ug/mL AmB-equivalent T &
27z,

S. cerevisiae F&Fe~ 7 A % T in vivo FLERIEMEZ MIE L 72455 % Figure 29 IR T
Cho-SMA/AmB & Fungizone® D% 5.1C & v, #Fli#i® CFU 1A EICIA L7z, Fungizone®
0.5 mg/kg AmB-equivalent (LDso® 1/10) % #5 L 7z#f & Cho-SMA/AmB 0.5 mg/kg AmB-
equivalent (LDso® 1/30) %45 L 72# 2 KT 2 &, FAFEOHERIFHTH 5 Z L AR
N7z, %72, Cho-SMA/AmB 1.5 mg/kg AmB-equivalent (LDso® 1/10) % #5 L 7=#f %,
Fungizone® 0.5 mg/kg AmB-equivalent (LDso® 1/10) ¥ 5HFIC R CHIEER CHEICE WA
B R S Tz,

Table 8. In vitro antifungal activity of Cho-SMA/AmB.

Sample MIC T (pg/mL)
AmB 0.39
Fungizone 0.39%
SMA/AmB 0.39%
Cho-SMA/AmB 0.39%
Cho-SMA conjugate > 100

T MIC, Minimum inhibitory concentration.

* AmB-equivalent.
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Figure 29. Yeast density (CFU/organ) in the livers, kidneys, and spleens of DBA/2N mice infected

with S. cerevisiae strain BY4742 after a single injection of PBS, Fungizone 0.5 mg/kg AmB-equivalent,

Cho-SMA/AmB 0.5 mg/kg AmB-equivalent, or Cho-SMA/AmB 1.5 mg/kg AmB-equivalent.
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2-3-5 FHE

ARFFETIE, AmB D M TEASGE Xz, SEPNTAL2HERT 200 2 T 2 W ElE o B
FEHME LT, AmB CHAEMEHT 2 2L 2H5NT WS Cho % SMA ICHAREL -
Cho-SMA Z &K L, ThzHv7- AmB F/ 8| % BHF L 7-.

Cho-SMA ® CMC X PNA Z W 7= J7ECTHIE L 7. CMC OIRE X D & @ iR cFi il
E N7z Cho-SMA KIER AT 2 2 LIk V), AmB DKFEMED KIFICSE X iz 8 53
B o7z, Cho-SMA/AmB (% PBS iZ# L T 35.4 mg/mL (10.0 mg/mL AmB-equivalent) LA
DRETHEMT 2205, AmB WKLY 1322 10BN KIER~DBEMRELHT 5 Z
LRI NI,

Cho-SMA ¢ AmB @ HCOMLIC X > TEK I NAEEEKTH 5 Cho-SMA/AmB (3,
HPLC %5 10U, DLS, SEM, XRD, & X U DSC #HlliEZR & D & % &% A Fikic TEF
filiL 7z. Cho-SMA/AmB ® AmB &A% 283 ww%TH 0, ZIIFFHHFD AmB & Cho-
SMA OEEI (2:5) »LREINLIEFEFLITITEL Tz, SEM B X X DLS IZ Tz
BRAE S X KB coRFREZNZNIEL 2L 25, wInicBnwThF/ kir
ELTHAEL TS Z EARENT, SEM B X U DLS I THIE L 72 R L O TR
DO TORTEDOER, MESEDENCEZ D EEZ NS, HEEPCHEIN
% SEM TR b L7z b X 0 b, KFRPcfTbi 5 DLS MIiE TfF b 2R3, X1
FENDEEZ L Tw2 L E 2 5N 5. EHAHEIURL, XRD, DSC & X U° CMC #IE D
fER 25, Cho-SMA/AmB IZ& £ % AmB 137/ KT OBUKMERE FIcs W TELT 7
ZRETHDBREL THEELTWE R En, T/ RF2 0S50 AmB Ok
~DORIREDYGEN R X N7z, AT, Cho-SMA/AmB ® DSC ¥ —% 2" 7 LICH W TH
I = BRO LN L5, Cho-SMA & AmB IIMHAEHAL TW2 2 EARKI
7z.

GPC D> 5, Cho-SMA/AmB O —{filZ, Cho-SMA % /"L CT L7 I v L EERETE
L, RKEZHRDTFELURDE) LRI N7z, ¥4 X2310~100nm D F 7 K+, #
HTNEZ~DOR B X ONE 2 VT 7 VAP T 570, M Erm R 2 2L 2%
5T 5[67]. DLS HIE S SME HIE DGR 25, Cho-SMA/AmB 1% ik # 4 X i
WTh 2 LRI, MpiEEOR LIz £, SOMF2b00, T 73
VIEANIERER BT 5 5> 5 b, Cho-SMA/AmB IF MM AR TEA M E L Tw 2 2 & 23 s
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AN, 22T, vV RICBT BIMHHEEZHE L 7245%, Cho-SMA/AmB D EH#HTE 5
IC X 5 AmB DIMH AR 1, Fungizone®% %5 L 72854 X 0 B ICH 2o 72, £ 7, Cho-
SMA/AmB (%, Fungizone® X Y » HEICE W AmB A & HEICIK W AmB B9 %R~
L7z, k2o, BFliC s 2 EEEICH VT, Cho-SMA/AmB (% Fungizone® X ¥ % HH T
HBHREMIRINT. TDIEHIC, 52 FH 2 HiTAML 72 SMA-AmB & HIKT 5 &,
Cho-SMA/AmB D MH A MEIF(K W & & 29K & L7z, SMA-AmB & FU#E L C Cho-SMA/AmB
TRT VT I VAR b2 FEET 2 L, SMA ZH\wizF 7 KificB\n»T
1%, MrPdREESCE IS LT A7 I VETAERIRESFE L T2 RS H 5.

AmB OHEEL#EED 1 DL LT, RIMIKAEIMDZET 545, Cho-SMA/AmB D in vitro i
Mm%FM L7z & 25, AmB & X OF Fungizone® & LKL C, # 1/6 KE TR T L7, Mk
2> 5, Cho-SMA | AmB # N3 % Z &I X WiRIMEEZP T2 2 LR d . ¥z,
invivo Bk & LT LDso Z 5l L 72 & £ 5, Cho-SMA/AmB @ Hifnl#: 5.1 X 2 2Pkt 1/3
ISR LT 7o, 2, EIMAETE O SGE 2 B~ D AmB 734 DA I X 3 ATREME D B 5.

Cho-SMA/AmB D in vitro 3 X U in vivo fIEREIGEIX, ZHZ 1 MIC ¥ X VERFESE
TNy ATl L7z, AmB 3R 7 v —AHHICHET 2 2 AL TE Y, BRI
DINVITZATH—VICHIET S LX) BEFEMIEELZ5 R F. L2 > T, Cho-SMA
D Cho 73 AmB DFIERIGEICHEE % 5 2 2 WREWEAE 2 b 17z, L L, Cho-SMA/AmB
D invitro PLEREIGTE X, MoBF & gL <iifilE LT zd o7, AmB %, Cho £V %
INTATHE—=LEDREAERE T EDHILNTWB[4T]. 2D Z L5, Cho-SMA/AmB
IC& E 45 AmB 1¥ Cho-SMA @ Cho &% & 0 d EEMMEE D = v o2 7 1 — LIS GEIR I
fie L, ftho®Hl L F%EOFEREEMEZ R L2 AlReERE 2 515,

Invivo TORFER 2> 5, Fungizone®iC X 3~ 5 K4 DB X, Cho-SMA/AmMB ¥ X U
SMA-AmB 123 f5TH v, MEHAl & B Fungizone® & 0 b iGEE L LLnlFch 5 2 &2
NI NTz.

maTF Y ) 7T EAeEYoNTE, EYoniafl, FEynkEtlE, Eyginedcs
Y, L ORISR ED 203, BOKAEERS EMHAEHT 2WE% SMA ICEAT S 2 L
IC X, XA E KBS 2 3 e VEIFIATIEIATRE & 7 o 72, HEAERYE ©
ERi X 7z SMA OFERN R F ¥ VT & LCORMAERNRE I L.
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#3E AR

AmB FIREWERES L CEEEERE~OBEE L L, #iAWMlA oI E TN
T3, KEsCcld, WS 2w T an b OEEIEICN 3 2 iGER A2 Hi - s L
7z.

B2 EE 1 HiTIE, REMEEED 1 0Th 3 HEEEARR ZER L L, MiEMEER
H3 % HA 7kt > 7 fIRBAI OB 23 A 7. b %0 & FkkIC, BUk{bz 20
72 HA TH2 AHA lZF /e ruarreEzondF /N1 eBRLE. ot /2 kTic
AmB ZH5# L 7-81K]-CH 32 AHA/AmB (F, & F v & DFEETEL2H L, iWERSWE I iz,
IKEMEDBANCTH 572, AHA/AmB (%, EEMMBIR IO 2 fMRAIE LT, FtFoiE - 7-
#HHITHBHLFE 5.

B2 EE 2 Mk XU 3 HiTIE, OA LRFEROARAEZTHY, QT V7 I Vi
AatEET 5 2 e roEme b AESIREC R, @% OB & HATEYE % 7
AIHER B 0 T CH % SMA ICEH L7z “SMA Chemistry” % AmB (X L TEBIL 72, 4
MRETIZIINE TS, SMA BXUTF AT T AL SMA I AmB %N L 72 KEM: T &
NMFI R FAFE L 7223, T H D AmB IRHHICHIR T 2R R E RS & LT
bN7=. #ZT, SMA ¢ AmB ¢ Dfilics T, HERKE L IELEHAMMHEERD 2
HORE O D B 72 2 KB T 7 8F 2 Z 2 BT L 7=,

HEHEAD? S R 28HTH 5 SMA-AmMB IZKBERFCTT LT I v efEA L, REICHEE
TR ENT. LAaL, EYBAERILEEMiZNZ T b s b ol FHkl
HEVE L CoORRAXPEHAENS72% DDS BIFICEVWTRBUES L TE Y, 2ol
SMA-AmB DR & LCEFoNE., —75, FLERAEWMHEFENE L TAMB L X7 1 —
LDECEFEZ A L 72 8H<TH % Cho-SMA/AmB 1%, 77 I VEEMEARIAI L T
72 b 0o, MHHE YT Fungizone® & o L C I B ICUGE L7z, ¥ 72, Ml EFBlba
ELTCORRAFRNIIBEICE NmnZ LA D, SMA-AmMB DR E TR L 72 8AI<H - 7=,

AWFFE %8 L C, EEEVEE 9 T 2 Fl vz AmB 7 7 8IFIBIF O~ iz L E 2 5.
Lth, WEREVER T T O 2 2 KB L, HREMEXIZU® & L 228k 4 BRI 2 3G
BWC, REPOMBNLREARAEL L) —HERS b0 L PRI NS,
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