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Grzyby Candida albicans sg patogenami oportunistycznymi ludzi, ktére w obecnosci chordéb
wspotistniejacych prowadza do ok. 50% $miertelno$ci pacjentdw. Stosowane leki
przeciwgrzybowe celuja w ergosterol blon komoérkowych (leki polienowe) lub szlak jego
biosyntezy (leki azolowe). Leki polienowe mimo wysokiej skutecznosci przeciwko komorkom
grzybow sg wysoce toksyczne wzgledem komorek gospodarza. Powszechniej stosowane i mniej
cytotoksyczne sg leki azolowe, jednakze prawie 20% klinicznie izolowanych szczepéw Candida
wykazuje na nie oporno$¢. Wsérdéd mechanizmow opornosci identyfikuje si¢ aktywacje biatka
Cdrl, bedacego glownym transporterem opornosci wielolekowej u C. albicans. Jednym
z elementow opracowywania nowych form leczenia grzybic jest poszukiwanie procesow
komorkowych zwigzanych z aktywnoscig Cdrl. W niniejszej pracy podjeto si¢ przebadania
wplywu ergosterolu na parametry blony plazmatycznej oraz aktywno$¢ biatka Cdrl.

Pierwszymi celami pracy doktorskiej byto uzyskanie komoérek C. albicans pozbawionych
ergosterolu oraz okreslenie ich wzrostu w typowych podfozach laboratoryjnych. Model badawczy
uzyskano poprzez usuniecie genu ERGI11, kodujagcego enzym szlaku biosyntezy
ergosterolu - 14a-demetylaze lanosterolu (bezposredni cel lekow azolowych). Zastosowano
metode dwuetapowej rekombinacji kasety genowej SAT1-Flipper do locus genu ERG11
z selekcja na podlozu pelnym YPD. Dowiedziono, ze tak uzyskane komorki C. albicans
wykazuja oporno$¢ na leki azolowe i polienowe oraz wzrastaja w warunkach tlenowych na

podtozu petnym YPD (wykazujac defekt wzrostowy wzgledem szczepu wyjsciowego).

Dodatkows obserwacja w tej cze$ci pracy byt brak wzrostu C. albicans pozbawionych
ergosterolu na podlozu minimalnym YNB. Efekt ten opisano jako auksotrofie uzyskanego
szczepu pod wzgledem adeniny i uracylu. Powyzsze dane pozwolilty wnioskowac, ze przyczyna
wezesniejszych niepowodzen w konstrukeji izogenicznych mutantow C. albicans ergl14/4 byto
stosowanie selekcji na podiozach minimalnych. Pozbawienie C. albicans genu ERG3 umozliwia
usunigcie genu ERG11 i wzrost na podtozach minimalnych. W pracy doktorskiej dowiedziono, ze
podwojny mutant ergl14/4, erg34/4 charakteryzuje si¢ jednak zwickszonym defektem wzrostu
na podtozu pelnym YPD niz komorki pozbawione jedynie genu ERG11.
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Kolejnym celem pracy doktorskiej bylo przebadanie struktury i funkcjonowania blony
plazmatycznej komoérek C. albicans pozbawionych ergosterolu. Wytypowano przebadanie
nastepujacych parametrow: ptynnosci, profilu steroli i procesu ich transportu, profilu

fosfolipidéw, asymetrii, oraz potencjatu blonowego.

Pozbawienie C. albicans genu ERG11 skutkowalo zwigkszong sztywnos$cig blony
plazmatycznej. Jedng z przyczyn bylo akumulowanie w niej 14-o metylergosta8,24,28-dienolu,
lanosterolu i innych C-14 metylowanych pochodnych lanosterolu. Dowiedziono,
7ze w przeciwienstwie do szczepu wyjsciowego, ilo$¢ steroli mutanta pozbawionego ERG11
przyrastata proporcjonalnie do czasu hodowli. Przyczyng byta wzmozona ekspresja genow szlaku

biosyntezy ergosterolu, glownie: ERG25, ERG251, ERG27 oraz ERG6.

W dalszych etapach pracy, stosujac RNA-Seq, przebadano ekspresje genéw kodujacych
bialka zwigzane z wewnatrz- oraz zewnatrzkomorkowym transportem steroli. Uzyskane wyniki
wskazywaty, ze w komorkach pozbawionych ERG11 najpewniej wigkszg role odgrywaja biatka
wiazace sterole lokalizujagce w cytoplazmie (biatka Osh) niz biatka wigzace sterole lokalizujace
w miejscach kontaktu blony plazmatycznej z retikulum endoplazmatycznym (biatka Lam 1 Arvl).
Dodatkowo dowiedziono zwigkszonej ekspresji genow, ktorych produkty biorg udziat
w estryfikacji steroli 1 magazynowaniu ich jako material zapasowy. Mniejsza role
zaobserwowano dla genow zwigzanych z procesem transportu acetylowanych steroli na zewnatrz

komorek.

Pozbawienie komorek ergosterolu wplywalo réwniez na profil fosfolipidow blony
plazmatycznej. Obserwowano zwigkszong ilos¢ fosfatydylocholin, fosfatydyloinozytoli, wigzan
nienasyconych tancuchéw tluszczowych oraz obnizong dtugos¢ tancuchow tluszczowych i ilosé
fosfatydyloetanolamin, ktére akumulowaty glownie w monowarstwie zewngtrznej blony
plazmatycznej. Powyzszy wynik naprowadzit dalsze prace na przebadanie potencjalu blonowego
i procesow z nim zwigzanych w komorkach pozbawionych ergosterolu. W eksperymentach
wykorzystano opracowang w ramach niniejszej pracy metode szacowania zmian potencjatu
blonowego z zastosowaniem sondy fluorescencyjnej di-4-ANEPPS. Dowiedziono, Ze brak
ergosterolu wptywa na depolaryzacj¢ blon komorkowych. Jako jedna z przyczyn wytypowano

delokalizacje H*-ATPazy do wakuol, obnizenie jej aktywnoéci i ilosci.
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Gléwnym celem niniejszej pracy bylo okreslenie jaki wptyw ma pozbawienie komorek
C. albicans ergosterolu na funkcjonowanie transportera Cdrl. Wytypowano przebadanie
ekspresji kodujacego go genu (CDRL1), ilosci biatka, jego lokalizacji i aktywnosci w wyrzucie
ksenobiotykow. Komorki pozbawione ergosterolu charakteryzowaty si¢ zwiekszong ekspresja
genu CDR1 oraz zwigkszong iloscig biatka Cdrl. Za przyczyng powyzszego uznano jednocze$nie
zwickszong ekspresje genéw kodujacych pozytywne regulatory ekspresji CDR1 (UPC2 oraz
ZNC1) i obnizong ekspresje genu kodujacego negatywny regulator ekspresji CDR1 (FLOS).
Dowiedziono jednakze, ze w komorkach tych biatko Cdrl delokalizuje z blony komérkowej do
wakuol we wczesnej fazie wzrostu wyktadniczego. Powyzsze zjawisko zwigzane bylo z obnizong
w stosunku do szczepu wyjsciowego aktywnoscig biatka Cdrl. W doswiadczeniach z komérkami
pozbawionymi jednocze$nie genéw ERG11 oraz CDR1 dowiedziono, ze w komorkach

pozbawionych jedynie genu ERG11, biatko Cdrl posiada cz¢$ciowa aktywnosc.

Ostatnim celem niniejszej pracy bylo przedstawienie praktycznego zastosowania uzyskanego
modelu badawczego. Praca z mutantem C. albicans pozbawionym genu ERG11 pozwolita
wytypowa¢ dwie kombinacje lekéw, z ktoérych jedna miata korzystne (gentamycyna pobudzata
aktywnos$¢ flukonazolu), a druga niekorzystne efekty (kwas kaprynowy uodparnial komoérki na
amfoterycyn¢ B). Mechanizm dzialania kombinacji flukonazolu i gentamycyny zostat okreslony
jako zwigzany z hydrofobowoscig powierzchni komorek C. albicans. Komorki o zwigkszonej
hydrofobowosci traktowane flukonazolem charakteryzowaly sie zwigkszong ilo$cig blonowych
fosfatydyloinozytoli, ktore sa bezposrednim miejscem wigzania gentamycyny. Mechanizm
antagonistycznego dzialania kombinacji kwasu kaprynowego 1 amfoterycyny B zostal
zidentyfikowany jako nast¢pujacy: traktowanie komoérek C. albicans kwasem kaprynowym
prowadzi do uplynnienia blon komoérkowych, ktore C. albicans rekompensuje nadprodukcja

ergosterolu. Posrednim tego efektem jest uodpornienie komorek C. albicans na amfoterycyng B.

Uzyskane wyniki dostarczaja nowych informacji o roli jaka petni ergosterol w utrzymywaniu
prawidlowej stuktury blony komorkowej u C. albicans. Dowiedziono, ze jej zaburzenie na skutek
pozbawienia komoérek ergosterolu zwigzane jest z utratg prawidlowej lokalizacji i aktywnos$ci
biatka Cdrl. Powyzsze wnioski moga przyczyni¢ si¢ do opracowywania nowych form leczenia
grzybic, co w niniejszej pracy zostalo zaprezentowane na przyktadzie nowoopisanych kombinacji

lekow.



