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Wplyw wybranych czynnikow na aktywnos¢ transporterow ABC

Candida albicans

Streszczenie:

Candida albicans jest jednym z gatunkow grzybow drozdzopodobnych zaliczanych do patogenow
oportunistycznych. Glownym mechanizmem opornosci tych grzyboéw jest nadekspresja
transporterow, ktore usuwaja z komoérek ksenobiotyki. U C. albicans zidentyfikowano trzy pompy
wyrzutu lekéw: Cdrlp, Cdr2p, nalezace do transporterow ABC oraz Mdrl z rodziny MFS.
Pierwszym celem niniejszej pracy byto opracowanie metody pozwalajacej na pomiar aktywnosci
transporterow ABC w czasie rzeczywistym. Pokazano, ze sonda fluorescencyjna, jodek 3,3’-
dipropylotiakarbocyjaniny (diS-C3(3)), jest specyficznym substratem dla transporterow ABC,
Cdrlp oraz Cdr2p, ale nie dla pompy MFS, Mdrlp. W przeciwienstwie do Saccharomyces
cerevisiae, u C. albicans nawet w przypadku szczepow posiadajacych transportery ABC,
obserwuje si¢ czas akumulacji sondy w komorkach (co najmniej 40 minut), co sugeruje roéznice w
czasie odpowiedzi na substrat miedzy tymi dwoma gatunkami grzybow. Wykazano, ze
efektywno$¢ wyrzutu sondy przez transportery C. albicans zalezy od fazy wzrostu.
Zaobserwowano takze rdznice pomig¢dzy aktywnos$cig Cdrlp oraz Cdr2p. Szczep pozbawiony tego
drugiego transportera usuwal diS-C3(3) na zewnatrz komorek dopiero po dodaniu glukozy.
Roéznice mozna bylo jednak zaobserwowac w ekspresji CDR1. Szczep cdr24 wykazywat bardzo
niski poziom transkryptu tego genu. Dopiero dodanie glukozy powodowato wzrost ekspresji, ktory
korelowal si¢ z iloscig bialka. Brak aktywnosci Cdrlp w tym szczepie nie byl spowodowany
stezeniem ATP w komorkach - szczep cdr24 posiadat wieksza ilos¢ ATP niz pozostate szczepy.
Dodanie glukozy powodowato wzrost st¢zenia ATP niezaleznie od posiadania przez szczep
transporterow ABC. Jest to pierwsze dotad doniesienie o roznicy w aktywnosci Cdrlp oraz Cdr2p
pod wplywem glukozy, a takze pierwsze doniesienie o substracie, ktory jest preferencyjnie
usuwany z komorek przez Cdr2p.

Leki azolowe, znane substraty transporteréw ABC, nie hamowaty wyrzutu diS-C3(3) (z wyjatkiem
mikonazolu). Stwierdzono, Ze sonda fluorescencyjna i azole nie konkuruja o miejsce wigzania w

kieszeni wigzacej transporterow ABC. Natomiast znany niekompetycyjny inhibitor Cdrlp,



enniatyna A, hamowal wyrzut diS-C3(3) przez ten transporter. Inny zwiazek z grupy enniatyn,
beauwerycyna hamowata aktywnos$¢ obu transporteréw. Jest to pierwsze doniesienie o inhibitorze
Cdr2p w natywnym $rodowisku lipidowym.

W celu identyfikacji nowych inhibitorow aktywnosci transporterow ABC przebadano grupe
zwigzkow styrylochinolinowych. Dwanascie styrylochinolin charakteryzowato si¢ wysoka
aktywnoscig przeciwgrzybiczna. Zwiazki te posiadaja dwie grupy funkcyjne — hydroksylowa lub/i
acetoksylowa, ulokowane w pozycji orto, meta lub para na pierScieniu fenolowym Iub na
pierscieniu chinolinowym. Stwierdzono, ze trzy z badanych zwigzkow sg substratami dla Cdrlp,
dziewie¢ zwigzkow wykazato dziatanie synergistyczne z flukonazolem, uwrazliwiajgc komorki na
ten lek 64-krotnie. Ponadto cze$¢ zwigzkow hamowata wyrzut znanego substratu transporterow
ABC, rodaminy 6G. Wykazano takze, ze zwiazki rozgatezione molekularnie, posiadajace grupy
acetoksylowe powoduja zwigkszenie ilosci biatka Cdrl. Przy pomocy wynikéw uzyskanych w
trakcie wykonywania niniejszej pracy odkryto zarowno role glukozy w regulacji aktywnosci
transporterow ABC, jak i nowe inhibitory tych pomp. Sa to badania, ktéore moga w znaczacy sposob
przyczyni¢ si¢ do odnalezienia nowego skutecznego leku przeciw grzybicom powodowanym przez

C. albicans.



