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WYKAZ SKROTOW

3MPA kwas 3-merkaptopropanowy, ang. 3-mercaptopropionic acid

ABC rodzina biatek transporteréw wielolekowych, ang. ATP binding cassette

AmB amfoterycyna B

ATCC amerykanska kolekcja kultur komorkowych, ang. American Type Culture
Collection

BADP kwas (E)-N-(4-fenylo-4-okso-2-butenoilo)-L-2,3-diaminopropanowy

BSA albumina surowicy bydlecej, ang. bovine serum albumin

C cispentacyna, kwas (1R,2S)-2-aminocyklopentanowy

CLSI Instytut ds. Stardardéw Klinicznych i Laboratoryjnych, ang. Clinical and
Laboratory Standards Institute

CPP peptydy penetrujace komorke, ang. cell penetrating peptide

CPP-FMDP koniugat peptydu penetrujacego z FMDP na C-koncu peptydu

DMSO dimetylosulfotlenek

DSM niemiecka kolekcja szczepow, niem. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

EH stezenie zwigzku powodujace lize erytrocytow, ang. effective hemolysis

EHso stezenie zwiazku powodujace lize erytrocytéw i uwolnienie 50% hemoglobiny

FBS ptodowa surowica bydleca, ang. fetal bovine serum

FITC izocyjanian fluoresceiny

FL1 detektor fluorescencji odpowiadajacy FITC

FL2 detektor fluorescencji odpowiadajacy PI

FLC flukonazol

FMDP kwas N3-(4-metoksyfumarolilo)-L-2,3-diaminopropanowy

FMDP-CPP koniugat peptydu penetrujagcego z FMDP na N-koncu peptydu

GFP biatko zielonej fluorescencji, ang. green fluorescent protein

GIcN-6-P glukozamino-6-fosforan

GS glutaminian sodu

MIC minimalne stezenie hamujace wzrost, ang. minimal inhibitory concentration

MICso minimalne stezenie hamujace wzrost w 50% w stosunku do kontroli hodowli

MICgo minimalne st¢zenie hamujace wzrost w 80% w stosunku do kontroli hodowli

MOPS kwas 3-(N-morfolino)propanosulfonowy

MTS sekwencja umozliwiajaca translokacje przez btony, ang. membrane translocation
sequence

NAG N-acetyloglukozamina

NCCLS Narodowy Komitet ds. Klinicznych Standardéw Laboratoryjnych, ang. National
Committee for Clinical Laboratory Standards

Nva norwalina

ODgso gesto$¢ optyczna mierzona przy dtugosci fali A = 660 nm, ang. optical density

OPA aldehyd ftalowy, ang. o-phthalaldehyde

OPT permeaza oligopeptydowa, ang. oligopeptide transport

PBS bufor fosforanowy, ang. potassion buffer saline

Pl jodek propidyny, ang. propidium iodide

PMO rodzaj antysensowego DNA lub RNA, ang. phosphorodiamidate morpholino oligomers

PNA peptydowy kwas nukleinowy wykorzystywany do naprawy sekwencji podczas splicingu, ang.
peptide-nucleic acid

RP-HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa faz odwroconych, ang. reversed-phase high-
performance liquid chromatography

PTD domena przenoszaca biatka, ang. protein transduction domain

PTR permeaza peptydowa dla di- i tripeptydow, ang. peptide transport

SA siarczan amonu

SAP proteazy aspartylowe, SAPs, ang. secreted aspartic proteases

SEM skanningowa mikroskopia elektronowa, ang. scanning electron microscopy

SiRNA mate, interferujace RNA, ang. small interfering RNA

TCA kwas trojchlorooctowy, ang. trichloroacetic acid

TFA kwas trojfluorooctowy, ang. trifluoroacetic acid

TNBS kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy

YCB pozywka minimalna, ang. Yeast Carbon Base

YNB pozywka minimalna, ang. Yeast Nitrogen Base

YPD pozywka, ekstrakt-pepton-dekstroza, ang. Yeast Extract Peptone-Dextrose

YPG pozywka, ekstrakt-pepton-glukoza, ang. Yeast Extract Peptone-Glucose



STRESZCZENIE

Z uwagi na ograniczong liczbe lekdw przeciwgrzybowych oraz problem
wielolekooporno$ci grzybowych patogendéw, nieustannie poszukuje si¢ nowych skutecznych
zwiazkow rowniez wsrod naturalnie wystepujacych w organizmach zywych peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (AMP, ang. antimicrobial peptide), a takze w grupie tzw. peptydow
penetrujacych komoérke (CPP, ang. cell penetrating peptide). W ostatnich latach wzrosto
zainteresowanie CPP z uwagi na mozliwos$¢ ich wykorzystania w transporcie zwigzkoéw znacznie
przekraczajacych rozmiary tych nosnikow.

W Katedrze Technologii Lekéw 1 Biochemii zaproponowano wykorzystanie strategii
konia trojanskiego (ang. warhead delivery system) w projektowaniu nowych zwigzkéw
przeciwgrzybowych czyli zastosowaniu krotkich peptydéw i peptydow penetrujacych do
transportu zwigzkdéw przeciwgrzybowych, dla ktorych bariera grzybowej btony komorkowej jest
trudna lub niemozliwa do pokonania. We wnetrzu komorki potaczenie peptydu ze zwigzkiem
przeciwgrzybowym ulega zerwaniu przez wewnatrzkomorkowe proteazy tym samym uwalniajgc
aktywny zwiazek, ktory dociera do miejsca docelowego, np. hamujac enzym zaangazowany
W biosyntezg $ciany komorkowej, syntazy glukozoamino-6-fosforanu.

Celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie byto okreslenie aktywnos$ci
przeciwgrzybowej szeregu zwiazkéw bedacych koniugatami peptydow z inhibitorami
enzymatycznymi (FMDP, BADP, cispentacyna). Zakres badan obejmowat zbadanie aktywnosci
peptydow-FMDP, CPP oraz FMDP-CPP wobec grzybow z rodzaju Candida w réznego typu
podtozach, okreslenie mozliwosci powstawania opornosci na FMDP-CPP i peptydy-FMDP,
a takze okreslenie szybkosci transportu i lokalizacji peptydow i ich koniugatow w komorkach.
W tym celu wykorzystano szereg szczepow pozbawionych gendéw permeaz peptydowych, a takze
otrzymano i scharakteryzowano mutanty spontaniczne oporne na peptydy-FMDP.

Wyniki badan wykazaly wysoka aktywno$¢ koniugatow CPP z FMDP w podtozach
minimalnych YNB, przy braku aktywnosci w podtozach bogatych, w tym podtozu RPMI-1640.
Mechanizm dziatania koniugatow opiera si¢ o inhibicj¢ biosyntezy aminocukrow,
prawdopodobnie na etapie katalizowanym przez syntaze GIcN-6-P. Podjeto probe znalezienia
przyczyny braku aktywnosci koniugatéw w podtozu RPMI-1640. Badania te pozwolity
wyeliminowa¢ ewentualny wpltyw szeregu skladnikéw podtoza RPMI-1640 na aktywno$¢
FMDP-CPP oraz okresli¢ przypuszczalne kluczowe znaczenie zestawu aminokwasow i innych
peptydow jak rowniez warto$¢ pH dla dziatania koniugatéw. Zastosowanie cytometrii
przeplywowej oraz mikroskopii konfokalnej umozliwito potwierdzenie wydajnego transportu
znakowanych fluoresceing peptydow PS5 1 F5 do komorek C.albicans oraz ich
wewnatrzkomorkowg akumulacje w wakuolach. Dzigki przeprowadzonym badaniom

zaobserwowano brak aktywnos$ci FMDP-CPP wobec innych niz C. albicans grzybow z rodzaju



Candida. Zauwazono rowniez na podstawie eksperymentow wykorzystujacych kliniczne
wielolekooporne szczepy C. albicans, ze badane peptydy penetrujace z FMDP na N-koncu nie sg
substratami dla pomp wielolekowych. Wykazano ponadto, ze dziatanie koniugatéw FMDP-CPP
na komorki C. albicans nie indukuje tworzenia tzw. spontanicznych mutantéw opornych. Istotne
informacje uzyskano badajgc aktywno$¢ i zdolno$¢ transportu zwigzkéw wobec szeregu
mutantow delecyjnych szczepu C. albicans SC5314. Mutant opt12345ptr222A pozbawiony
istotnych genow kodujacych permeaz peptydowych okazat si¢ niewrazliwy na dzialanie badanych
FMDP-CPP, co moze sugerowac, ze peptydy te sa transportowane do komorek przez permeazy
peptydowe. Jedynie w przypadku koniugatu FMDP z oktaargining stwierdzono, ze jego dziatanie
przeciwgrzybowe jest niezalezne od obecnosci permeaz peptydowych, co wskazuje na dziatanie
oktaargininy jako rzeczywistego no$nika o charakterze CPP. Dzigki przeprowadzonym badaniom
stwierdzono, ze za transport di- i tripeptydéw odpowiadaja permeazy PTR kodowane przez geny
PTR2 i PTR222, ale takze permeazy OPT.

W wyniku badania przesiewowego komorek izolowanych z kolonii wyrastajacych
wewnatrz stref wzrostu zahamowanego przez dziatanie Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP
stwierdzono, ze dla znakomitej wigkszo$ci z nich (97%) nie wystgpuje trwata opornoscé.
Zidentyfikowano trzy izolaty trwale oporne na dziatanie Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP. Oporno$¢
tych izolatow jest zwigzana z brakiem transportu badanych zwigzkéw, di- i tripeptydow przez
permeazy PTR, prawdopodobnie w wyniku zmian w obrebie gendéw strukturalnych lub
regulatorowych.

Wykorzystanie peptydow jako no$nikow zwigzkéw przeciwgrzybowych stanowi
obiecujaca strategi¢ projektowania nowych potencjalnych lekow przeciwgrzybowych, jednak
wymaga wielu dalszych badan pozwalajacych na zaproponowanie optymalnych struktur
spetniajgcych wszystkie oczekiwania wobec tego typu nosnikow dla zastosowania nie tylko
in vitro, ale w szczegodlnosci in vivo. Wykorzystanie CPP do transportu grzybowych inhibitoréw
enzymatycznych pozwolitoby na zwigkszenie efektywnosci transportu tego typu zwigzkow do
komorek grzybowych, a takze co najwazniejsze zmniejszytoby prawdopodobienstwo wystapienia

zjawiska opornosci drobnoustrojow.

Stowa kluczowe: peptydy przeciwgrzybowe, peptydy penetrujace komorke, Candida albicans,
inhibitor syntazy GIcN-6-P



SUMMARY

In the view of limited number of antifungal drugs and problem of multidrug resistance of
microorganisms, most of the efforts aim at finding novel effective compounds also within the
group of naturally occurring in organisms antimicrobial peptides (AMP, antimicrobial peptides)
as well as among cell-penetrating peptides (CPP, cell-penetrating peptides). Recently, CPPs
became the main interest in the research due to it capability to transport compound that are larger
than those carriers.

In the Department of Pharmaceutical Technology and Biochemistry, the Trojan horse
approach (warhead delivery system) was proposed as a potential strategy in the design of novel
antifungals. The strategy bases on the usage of short peptides and cell-penetrating peptides
as carriers for active compounds that cannot cross the fungal cell membranes. Inside the cell
conjugates are cut by intercellular peptidases and the active compound can reach the target, for
instance causing inhibition of enzyme involved in cell wall biosynthesis, glucosamine-6-
phosphate synthase.

The aim of the research presented within this dissertation was to evaluate antifungal
activity of peptides conjugated with enzyme inhibitors (FMDP, BADP, cispentacin). The research
included the determination of the activity of peptide-FMDP, CPP and FMDP-CPP towards yeast
from Candida spp. in different media, the probability of FMDP-CPP and peptide-FMDP to induce
the resistance of fungal cells, as well as the transport velocities and localization of peptides and
its congeners inside the cell. Therefore, within the research the set of mutants lacking genes
encoding peptide permeases were used. Besides that spontaneous mutant resistant to peptide-
FMDP were obtained and characterized.

The results of the research indicate high activity of congeners of CPP with FMDP in
minimal media YNB, but no activity in reach media, including RPMI-1640. Mechanism of action
of those congeners is based on the inhibition of GIcN-6-P synthase. Tests, which were performed
due to find the cause for the lack of activity in RPMI-1640 medium, proved no influence of several
media elements, but determinate probable impact of amino acids and other peptides as well as pH
on the congeners’ activity. The usage of flow cytometry and confocal microscopy allow the
observation of the efficient transport of fluorescent-labelled peptides P5 and F5 into C. albicans
cells and their further localization in vacuoles. No activity of FMDP-CPP towards non-albicans
was noticed. It was also observed, due to the assays on clinical C. albicans isolates, that congeners
are not substrates for ellux pumps. Moreover, it was shown that tested compound, based on CPP,
do not induce resistance. Interesting information was gained from assays on deletion mutant of
C. albicans SC5314 strain. Mutant opt12345ptr222A lacking all of the genes encoding peptide
permeases was resistant to FMDP-CPP, which indicated that those congeners can be transported

by peptide permeases. Only in case of the conjugate of octaarginine and FMDP there are some



evidence that octaarginine carrier can work regardless of permeases’ presence. Due to
the performed tests, it was shown that di- and tripeptides use not only PTR permeases encoded
by PTR2 and PTR222 genes, but also OPT permeases.

As result of screening of cells isolated from colonies grown inside the Nva-FMDP or Lys-
Nva-FMDP growth inhibitory zones, it was found that majority of them (97%) are not
permanently resistant. Three permanently resistant isolates were identified resistance of these
isolates can be related to the lack of oligopeptide transport via PTR permeases, probably due to
changes within the structural or regulatory genes.

The application of peptides as carriers for active compounds is a promising strategy in
design of novel potential antifungal drugs, but it requires further research on structure
optimization which overcome all of the limitation of activity of such carriers in vitro, but
especially in vivo. The usage of CPP for carry of enzymatic inhibitors through fungal cell
membranes could facilitate the effective transport of such compound into the cells, and most

importantly could decrease the probability of resistance occurrence.

Keywords: antifungal peptides, cell penetrating peptides, Candida albicans, inhibitor of GIcN-6-
P syntase
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1. CEL | ZAKRES PRACY

Przedmiotem badan opisanych w niniejszej rozprawie byly oligopeptydowe zwiazki
0 aktywnoS$ci przeciwgrzybowe] zawierajace w swojej strukturze inhibitory enzymatyczne
0 strukturze aminokwasowej, nalezace do jednej z dwoch grup: (a) di- i tripeptydy transportowane
przez permeazy oligopeptydowe oraz (b) oligopeptydy zawierajace od 5 do 10 reszt
aminokwasowych, bedgce koniugatami inhibitoréw i peptydéw opisanych w literaturze jako

tzw. peptydy penetrujace (CPP).

Badania dotyczace zwigzkow z pierwszej grupy ukierunkowane byly gltéwnie na
zjawisko opornosci specyficznej Candida albicans na zwigzki bedace di- i tripeptydami, w tym
charakterystyke odpowiednich mutantow delecyjnych i spontanicznych tego drobnoustroju.
Zakres prac w tym watku badan obejmowat:

— uzyskanie trwalych mutantow spontanicznych opornych na Nva-FMPD lub Lys-Nva-

FMDP,

— porownanie aktywnosci przeciwgrzybowej in vitro peptydow-FMDP (MIC) wobec
szczepu dzikiego, mutantow delecyjnych i mutantéw spontanicznych,
— okreslenie szybkoSci transportu peptydow modelowych (Ala-Ala, Ala-Ala-Ala oraz Ala-

Ala-Ala-Ala) do komoérek grzybowych szczepu dzikiego, mutantéw delecyjnych

i mutantow spontanicznych,

— pordwnanie szybkosci transportu peptydow Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP do komorek

grzybowych szczepu dzikiego i mutantow spontanicznych.

Celem badan dotyczacych koniugatow inhibitor-CPP byto okreslenie czynnikow
warunkujacych ich aktywno$¢ biologiczng i mechanizm dziatania przeciwgrzybowego.
Przedmiotem tych badan byto kilkanascie nowych zwigzkow, koniugatow peptydéw o dtugosci
od 5 do 10 reszt aminokwasowych z dotagczonym na N-koncu inhibitorem syntazy GIcN-6-P,
FMDP lub BADP, lub inhibitorem syntazy lle-tRNA", cispentacyng. Zakres pracy obejmowat
okreslenie aktywnosci przeciwgrzybowej in vitro w réznych podiozach i czynnikow ja
warunkujacych, w tym m.in. transport i akumulacj¢ peptydow i ich fluorogennych pochodnych

w komorkach C. albicans ATCC 10231 oraz hydrolize proteolityczng koniugatow.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1 Wprowadzenie

Zakazenia wywotywane przez drobnoustroje grzybowe stanowig bardzo istotny problem
w chemoterapii, co jest zwigzane przede wszystkim z narastajacg liczbg mikroorganizmow
wielolekoopornych, a takze ograniczong liczbg skutecznych lekow przeciwgrzybowych, co
w konsekwencji prowadzi do wysokiej $miertelnosci pacjentow, siegajacej nawet 35% (Horn 1 in.
2009). Grzybice moga mie¢ charakter powierzchniowy (zakazenia skory gladkiej i bton
$luzowych) i jako takie nie sg chorobami $miertelnymi, jednak najwieksze niebezpieczenstwo dla
ludzkiego zycia stanowig grzybice uktadowe (glebokie) zajmujace narzady wewnetrzne, uktad
nerwowy czy wezly chlonne. Wiekszo$¢ grzybowych patogendéw nalezy do grupy
mikroorganizméw oportunistycznie patogennych, ktore bytuja w organizmie cztowieka,
a wywotuja chorobe w przypadku zaburzenia systemu odpornosciowego. Moze to mie¢ miejsce
W nastepstwie stosowania antybiotykow czy lekow immunosupresyjnych. Szczegélna grupe
ryzyka stanowia pacjenci po przeszczepach, transfuzji krwi, chorzy zmagajacy si¢ z choroba
nowotworows, a takze osoby cierpigce na AIDS (Pfaller i Diekema, 2007).

Do grzyboéw patogennych odpowiadajacych za zagrazajace zyciu infekcje naleza
drozdzaki z rodzaju Candida, grzyby strzgpkowe z rodzaju Aspergillus, Scedosporium
i Fusarium, a takze grzyby z rodzaju Cryptococcus (Chen i in. 2010). Patogenem uznawanym za
najczestsza przyczyne powierzchniowych i uktadowych infekcji grzybowych jest drozdzak
Candida albicans (43,5 %). Tego typu zakazenia powodujg rowniez inne gatunki grzybow
z rodzaju Candida: C. glabrata (24,8 %), C. parapsilosis (17,8 %), C. tropicalis (8,9 %), rzadziej
C. krusei (1,9 %) czy C. lusitaniae (1,3 %) (Horn i in. 2009; Lyon i in. 2010).

Do lekow stosowanych w terapii grzybic naleza: antybiotyki z grupy makrolidow
polienowych (amfoterycyna B, nystatyna, natamycyna), tzw. ,,azole” (flukonazol, itrakonazol,
ketokonazol, worikonazol), 5-fluorocytozyna, pochodne alliloamin (naftyfina, terbinafina) oraz
echinokandyny (kaspofungina, mikafungina). Tylko niektére z nich, w tym amfoterycyna B,
niektore azole i kaspofungina, znalazly zastosowanie w chemoterapii grzybic uktadowych
(Nosanchuk, 2006). Ten stosunkowo niewielki arsenat chemoterapeutykow przeciwgrzybowych
ulega dalszemu ograniczaniu w wyniku narastajacej opornosci patogennych drobnoustrojow
grzybowych, szczegolnie wobec lekow z grupy azoli.

Stopniowe nabywanie opornosci w wyniku dlugotrwatych terapii chemoterapeutykami
oraz stosowania antybiotykow o szerokim spektrum dzialania, oraz immunosupresantéw jak
robwniez wzrastajaca liczba przypadkow zagrazajacych zyciu infekcji grzybowych stanowi
powazny problem w leczeniu grzybic uktadowych (Pfaller i Diekema, 2007). Problem rosnacej
oporno$ci jest bardzo skomplikowany zuwagi na to, Zze opornos¢ moze by¢ wywolywana

jednoczesnie na drodze kilku niezaleznych mechanizméw (Morschhiuser, 2002). Oporno$¢ na
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leki przeciwgrzybowe powstaje migdzy innymi na drodze zmian w biosyntezie czy strukturze
bialek bedacych celami molekularnymi, a takze modyfikacji kompozycji steroli blonowych
(Kanafani i Perfect, 2008). Stosunkowo czgsto wystepuje wiecej niz jeden mechanizm opornosci.
Przyktadem moga by¢ szczepy C. albicans wyizolowane przez White’a i wspotpracownikow,
ktore charakteryzuja si¢ nadekspresja genow MDR1, ERG11 i grupy genow CDR, jak réwniez
obecno$cig mutacji w genie ERG11 (White, 1997, Morschhduser, 2002). Oprocz nabytej
specyficznej opornosci szczepow grzybowych na stosowane leki, wystgpuje takze szczegdlnie
niebezpieczna oporno$¢ wielolekowa, MDR (ang. multidrug resistance). W tym przypadku
drobnoustroje nie wykazujg wrazliwosci nie tylko na jeden, konkretny lek, ale na rdzne grupy
lekéw. Opornos¢ wielolekowa powstaje gtownie w wyniku nadprodukcji biatek btonowych
o0 charakterze pomp wyrzucajacych ksenobiotyki, w tym leki, w konsekwencji zmniejszajac ich
stezenie w komodrkach (Morschhiuser, 2002).

Z uwagi na ograniczong liczbe skutecznych lekow przeciwgrzybowych, ich toksycznosé,
a takze zjawisko wielolekoopornosci grzybowych patogenow z rodzaju Candida, caty czas dazy
si¢ do projektowania nowych potencjalnych chemoterapeutykow pozwalajacych na zwalczanie
powierzchniowych i co najwazniejsze uktadowych infekcji grzybowych. Jednoczesnie, badania
skupiajg si¢ na zaproponowaniu nowych strategii, ktore pozwolityby udoskonali¢ juz istniejace
leki, w tym zoptymalizowa¢ struktury zwigzkow, ktore moglyby przenosi¢ leki do wnetrza
komoérek grzybowych. W tym aspekcie przedmiotem szczegolnego zainteresowania sa zwiazki
przeciwgrzybowe o strukturze peptydowej.

Nowych potencjalnych lekow przeciwgrzybowych poszukuje sie wsrod wystepujacych
we wszystkich organizmach, poczawszy od organizméw prokariotycznych po ssaki, peptydow
przeciwdrobnoustrojowych (AMP, ang. antimicrobial peptides), bedacych cze$cig naturalnego
systemu obronnego gospodarza. Interesujace przyktady nowych peptydéw o dziataniu
przeciwgrzybowym sg takze odkrywane w grupie produktéw metabolizmu wtérnego wielu klas
drobnoustrojow. W ostatnim czasie wzrosto rowniez zainteresowanie grupg peptydow
penetrujacych (CPP, ang. cell-penetrating peptide), ktore moglyby stuzy¢ jako no$niki
W transporcie czasteczek aktywnych, dla ktorych grzybowa blona komoérkowa jest trudna lub
niemozliwa do pokonania (Lundberg i Langel, 2003; Mée i Langel, 2006).

Oprécz odkrywania nowych potencjalnych antymykotykow pochodzenia naturalnego
oraz projektowania nowych zwigzkow przeciwgrzybowych poprzez wprowadzanie modyfikacji
strukturalnych juz istniejacych chemoterapeutykéw, poszukuje si¢ nowych zwiazkow, bedacych
inhibitorami pomp wielolekowych badz zwiazkow dezaktywujacych lub hamujacych procesy
metaboliczne, wazne dla komorek grzybowych, a nietoksyczne dla komorek ssakow. Jest to o tyle
trudne, ze grzyby patogenne dla cztowieka, w tym drozdzaki, sg organizmami eukariotycznymi

0 zblizonym do ludzkiego metabolizmie. W efekcie liczba potencjalnych celow molekularnych
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dla chemoterapii przeciwgrzybowej, czyli jako§ciowych roéznic pomigdzy komorka grzybowa
a ssacza, jest niewielka. Wsrod najbardziej obiecujacych wymienia si¢ wystepowanie u grzybow
sciany komorkowej i enzymow katalizujacych biosyntezg jej sktadnikow. Enzymy te sg
potencjalnymi celami molekularnymi dla nowych lekow przeciwgrzybowych, ktére mogltyby
zapewni¢ tym samym selektywna toksycznos¢.

Bardzo interesujaca i obiecujgca strategia projektowania nowych potencjalnych
zwiazkow przeciwgrzybowych jest wykorzystanie peptydow jako nos$nikoéw inhibitoréw
enzymatycznych, dla ktorych bariere stanowi blona komérkowa. Przykladem takiego inhibitora
moze by¢ kwas N3-(4-metoksyfumarolilo)-L-2,3-diaminopropanowy (FMDP), ktorego dziatanie
polega na zahamowaniu aktywnosci syntazy glukozamino-6-fosforanu, enzymu niezb¢dnego do
biosyntezy sktadnikow grzybowej §ciany komorkowej, chityny i mannoprotein (Milewski i in.
1988b; Milewski, 2002). Zaprojektowane zgodnie z zatozeniami strategii konia trojanskiego
(ang. warhead delivery) oligopeptydy zawierajace FMDP po przedostaniu si¢ do wngtrza
komoérki grzybowej za posrednictwem permeaz peptydowych, zostaja rozcigte przez
cytoplazmatyczne proteazy, uwalniajac aktywny zwiazek, inhibitor enzymatyczny, ktorego
dziatanie ma efekt grzybobojczym. Transport peptydow-FMDP do komoérek grzybowych jest
mozliwy dzigki wystarczajgco niskiej specyficznosci permeaz peptydowych, w przeciwienstwie
do permeaz aminokwasowych (Milewski i in. 1988a).

Sposrod  kilkudziesieciu oligopeptydow-FMDP  zbudowanych z 2 do 5 reszt
aminokwasowych, otrzymanych w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii WCH PG,
wyselekcjonowano dwa zwiazki o szczegolnie obiecujacych wlasciwosciach, Nva-FMDP oraz
Lys-Nva-FMDP (Andruszkiewicz i in. 1987; Andruszkiewicz i in. 1990). Mimo wysokiej
aktywnos$ci przeciwgrzybowej, peptydy-FMDP nie sa niestety pozbawione wad. Nalezy tu
wymieni¢ mi¢dzy innymi niekorzystne parametry farmakokinetyczne, niska stabilnos¢
W surowicy krwi oraz mozliwo$¢ powstania opornosci specyficznej bedacej konsekwencja
»Wylaczania” przez patogenne drozdzaki permeaz peptydowych wedlug niepoznanego
dotychczas mechanizmu (Kasprzak i in. 1992; Milewski i in. 1988a).

Oproécz FMDP, znanych jest takze co najmniej kilka innych inhibitorow enzymatycznych
o strukturze aminokwasowej. Naleza do nich: cispentacyna, m-fluorofenyloalanina i zwigzek RI-
331. Aktywno$¢ przeciwgrzybowa tych zwigzkow jest ograniczona mozliwosciami ich transportu
do komorki grzybowej. Do tej pory jedynie w przypadku m-fluorofenyloalaniny zaproponowano
wykorzystanie strategii konia trojanskiego i syntezy koniugatéw (Kingsbury i in. 1983).

Nie zostaly dotychczas podjgte proby wykorzystania potencjatu transportowego
peptydow penetrujacych w  kierunku konstrukcji ich koniugatow 2z aminokwasowymi

inhibitorami enzymatycznymi w celu uzyskania nowych zwigzkow przeciwgrzybowych.
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Poglebienie wiedzy na temat specyficznos$ci poszczegélnych permeaz jak rowniez
sposobow regulacji transportu i metabolizmu zwigzkow azotu w komoérkach grzybowych moze
pozwoli¢ na znalezienie odpowiedzi na pytania zwigzane ze zjawiskiem powstawania opornosci
specyficznej na zwigzki przeciwgrzybowe oparte na peptydach. Mechanizmy generowania
oporno$ci moga obejmowac zaprzestanie produkcji przez komodrki grzybowe permeaz
peptydowych, badz tez, co wydaje si¢ bardziej prawdopodobne, wprowadzanie zmian
W systemach regulujacych transport peptydow czy innych zwigzkéw azotu. Poznanie tych
mechanizméw moze umozliwi¢ projektowanie struktur no$nikoéw inhibitoréw enzymatycznych
do komorek grzybowych, co w dalszej perspektywie mogloby skutkowaé zaproponowaniem

struktur lekow przeciwgrzybowych na bazie peptydow.

2.2 Zwiazki peptydowe pochodzenia naturalnego 1 syntetycznego
Dotychczas otrzymano i scharakteryzowano réznorodne zwigzki o budowie peptydowej
wykazujace dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Wyrdzni¢ tu nalezy naturalnie wystepujace
peptydy odpornos$ciowe stanowigce cze$¢ systemu odpornosciowego organizmoéw wyzszych,
antybiotyki peptydowe i ich pochodne o szerokim spektrum dziatania obejmujacym roéwniez
patogeny grzybowe, a takze peptydy syntetyczne, ktorych liczba wcigz wzrasta. W grupie
peptydow syntetycznych znajduja si¢ tzw. peptydy penetrujace komorke, jak rowniez inne,
zdecydowanie krotsze, peptydy przeciwdrobnoustrojowe, ktore sa przenoszone przez

transportery blonowe lub na drodze bezposredniej translokacji.

2.2.1 Naturalne peptydy odpornosciowe

Naturalne peptydy odpornosciowe, inaczej peptydy przeciwdrobnoustrojowe (AMP,
ang. antimicrobial peptides; HDP, ang. host defense peptides), wystepujace we wszystkich
rodzajach organizméw zywych poczawszy od organizmoéw prokariotycznych po ssaki, stanowia
integralng cze$¢ systemu obronego organizmu (Nijnik i Hancock, 2009). Poza rolg stymulowania
systemu  odpornosciowego  organizmow  wyzszych, wykazuja  szerokie dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe wobec bakterii gram-dodatnich i gram-ujemnych oraz grzybow (Nijnik
1 Hancock, 2009), a takze dziatanie przeciwzapalne, przeciwwirusowe, przeciwpasozytnicze,
a nawet przeciwnowotworowe (Chan i in. 2006; Zaiou, 2007). Do tej pory wyizolowano juz
ponad 1200 naturalnych peptydéow odpornosciowych (Wang i in. 2008).

Naturalne peptydy odpornos$ciowe sg to mate peptydy zawierajace w swojej czasteczce
od 6 do 50 reszt aminokwasowych. Ich masa czasteczkowa nie przekracza 10 kDa. Wigkszos¢
Z AMP ma charakter kationowy i posiada wypadkowy tadunek w zakresie od +2 do +9, uzyskany
przez obecnos$¢ czasteczek lizyny 1 argininy w tancuchu peptydowym. Ponadto, znaczng liczbe

reszt aminokwasowych w sekwencji (ponad 30%) stanowig reszty aminokwasoéw hydrofobowych
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(Matejuk i in. 2010). AMP s3 zréznicowane pod wzgledem dlugosci sekwencji, sktadu
aminokwasowego, a takze struktury drugorzedowe;.

Ze wzgledu na budowg dokonano podziatu AMP na: liniowe peptydy o strukturze o-
helisy bez mostkow disiarczkowych (katelicydyny, magaininy, cekropiny), peptydy o strukturze
B-kartki stabilizowanej wigzaniami disiarczkowymi (defensyny, protegryny), z przewaga jednego
lub kilku aminokwaséw oraz peptydy o strukturze petli (Epand i Vogel, 1999; Matejuk i in. 2010;
Steinstraesser i in. 2009). Przyktady AMP przedstawiono w tabeli ponizej (tab. 1), natomiast

modele struktur przestrzennych wybranych AMP pokazano na rys. 1.

Tab.1  Naturalne peptydy przeciwdrobnoustrojowe — przyktady.

. Liczba reszt
Pochodzenie Nazwa peptydu aminokwasowych
Cekropiny A/B 37/35
Owady Drosomycyna 44
Tanatyna 21
Dermaseptyna b/s 27134
Bezkregowce
Magainina-2 23
Defensyny NP-1/-2/-3/-4/-5 33-34
Defensyny HNP-1/-2/-3 29-30
Gallinacyna-1 39
Ssaki Lactoferrycyna-B 18
Protegryny-1/-2/-3 16-18
LL-37 37
Bac7 59
Zeamatyna 22
Rosliny
Tioniny 45-48

Mechanizm dziatania peptydoéw odpornosciowych nie zostat jeszcze doktadnie poznany.
Przypuszcza sie, ze ich budowa i wypadkowy dodatni fadunek czasteczki sprzyjaja dezintegracji
btony komorkowej i powstawaniu porow, a w konsekwencji wywotuja lize i $mier¢ patogennych
komorek. Jednak ich mechanizm dziatania wydaje si¢ by¢ bardziej ztozony i cz¢sto opiera si¢ na
wewnatrzkomorkowych celach molekularnych takich jak synteza biatek i DNA, a takze
aktywno$¢ enzymow oraz funkcjonalnosc i biosynteza sktadowych czgsci komorki, na przyktad

komponentoéw Sciany komorkowej (Brogden, 2005; Chan i in. 2006).
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LL-37 Magainina-2

Ludzka B-defensyna-3 Protegryna-1
Rys.1  Przyktady struktur przestrzennych AMP (Nguyen i in. 2011).

Bogatym zrédtem AMP o wysokim stopniu zréznicowania sg owady i bezkrggowce. Do
najlepiej poznanych peptydow z tej grupy nalezag cekropiny. Cekropiny A
(KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIA-NH;) i B (KWKVFKKIEKMGRNI
RNGIVKAGPAIAVLGEAKAL-NH,) sa to liniowe peptydy produkowane przez ¢éme Hyalopora
cecropia wykazujace dziatanie lityczne wobec F. oxysporum i A. fumigatus. Interesujgce z punktu
widzenia odporno$ci na degradacj¢ proteolityczng wydaja si¢ obserwacje dotyczace braku zmian
w aktywnosci cekropiny B na skutek wymiany aminokwasow o konfiguracji L na D. Do tej grupy
nalezg roéwniez bogate w cysteing peptydy, drosomycyna i tanatyna uzyskane odpowiednio,
z Drosophila melanogaster i Podisus maculiveris. Drosomycyna wykazuje aktywno$¢ wobec
F. oxysporum, a tanatyna wobec F. oxysporum i A.fumigatus. Wsrod peptydow
uzyskanych z organizméw  bezkregowych  mozna  wymieni¢  dermaseptyny,  Skin-
PYY i magaininy (magainina-1: GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS-OH, magainina-2:
GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-OH). Pierwsze dzialaja grzybobojczo przeciwko A. flavus
i A. fumigatus, a dwa kolejne przeciwko C. albicans (Ajesh i Sreejith, 2009; De Lucca i Walsh,
1999).

AMP produkowane przez ssaki to przede wszystkim a-defensyny i B-defensyny, ktore
wykazuja dziatanie przeciwko C. albicans. Do grupy defensyn naleza: HNP-1, HNP-2 i HNP-3,
NP-1, NP-2 i NP-3, a takze bogate w cysteine: TAP, gallinacyny (gallinacyna-1, gallinacyna -1a)
i protegryny (protegryna-1, -2, -3). Warto tu wymieni¢ rowniez biatko BPI oraz jego analogi,
peptydy XMP (De Lucca i Walsh, 1999). U cztowieka peptydy przeciwdrobnoustrojowe
produkowane sg w licznych tkankach i komorkach, takich jak: $linianki, skora, oczy, watroba,

tkanka nablonkowa i plytki krwi (Matejuk i in. 2010).
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Roslinne defensyny stanowia grupe krotkich, zasadowych, bogatych w cysteing
peptydow wykazujacych dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Warto tu wymieni¢ zeamatyne,
22 kDa peptyd wyizolowany z Zea mays. Wykazuje on aktywno$¢ wobec C. albicans
(MIC=0,5 ug/mL), N. crassa i Trichoderma reesei (Roberts i Selitrennikoff, 1990). Kolejny
zwigzek, tionina Thi2.1, zostal wyizolowany z Arabidopsis thaliana i cho¢ wykazuje aktywnosé¢
przeciwbakteryjng i przeciwgrzybowa, dziata rowniez cytotoksycznie (Loeza-Angeles i in. 2008).
Inne wykazujace dziatanie przeciwgrzybowe to migedzy innymi a-basrubrina i B-basrubrina
z Basella rubra, peptyd przeciwgrzybowy z Cocos nucifera czy arietyna z Cicer arietinum (Ajesh
i Sreejith, 2009).

2.2.2 Antybiotyki peptydowe

Kolejng grupe peptydowych zwiazkéw przeciwdrobnoustrojowych stanowia peptydy
i pochodne peptydow produkowane przez drobnoustroje, bedace produktami ich metabolizmu
wtornego. Wsrod antybiotykow peptydowych pochodzenia bakteryjnego warto wymienié
ituryny, syryngomycyny, syryngostatyny, syryngotoksyny, cepacydyny, a takze nikkomycyny.

Ituryny to grupa cyklicznych peptydolipidow wyizolowanych z Bacillus subtilis, ktore
mimo aktywnosci przeciwgrzybowej wykazuja réwniez aktywno$¢ hemolityczng, co
uniemozliwia ich zastosowanie jako potencjalnych chemoterapeutykow. Ituryny powoduja
tworzenie porow w btonie komorkowej, prowadzac do wyptywu jondéw i ostatecznej lizy
komorek grzybowych. Do grupy ituryn naleza: ituryna A, C, D, E, bacillomycyna D, F, L,
mykosubtylina i bacillopeptyna (Besson i in. 1978; Maget-Dana i Peypoux, 1994).

Syryngomycyny, syryngostatyny i syryngotoksyny to mate lipodepsipeptydy, ktorych
dziatanie polega na tworzeniu poréw i w konsekwencji umozliwieniu pasywnego przeptywu
jonow. Do najaktywniejszych zwigzkoéw z tej grupy nalezy syryngostatyna A i syryngomycyna-
E (Sorensen i in. 1998).

Cepacydyny, to glikopeptydy wyizolowane z Burkholderia cepacia, ktore wykazaty
nawet wyzszg aktywno$¢ niz amfoterycyna B wobec C. albicans, Aspergillus niger, Cryptococcus
neoformans i Fusarium oxysporum (Lee i in. 1994; Lim i in. 1994).

Nikkomycyny (nikkomycyna X i Z) to zwiagzki o budowie nukleozydo-peptydowej,
nietoksyczne wobec komorek ssaczych. Produkowane przez Streptomyces tendae (Déahn i in.
1976). Mimo uzyskania wysokiej aktywnosci sa degradowane w warunkach in vivo. Ich dziatanie
polega na hamowaniu aktywnosci syntazy chityny (McCarthy i in. 1985c).

Zwiazki peptydowe pochodzenia grzybowego charakteryzujg si¢ wyzsza aktywno$cia
przeciwgrzybowa niz peptydy pochodzenia bakteryjnego czy roslinnego. Do tej grupy zwigzkdéw
peptydowych naleza echinokandyny i aureobazydyny. Echinokandyny stanowa liczng

i zroznicowang grupe cyklicznych lipopeptydow produkowanych przez Aspergillus nidulans.
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Echinokandyny hamuja biosyntez¢ $ciany komoérkowej C. albicans poprzez niekompetytywne
hamowanie syntazy f-(1,3)-D-glukanu. Dzialaja grzybobdjczo wobec C. albicans
i grzybostatycznie wobec A. niger. Nie dziataja natomiast na inne istotne patogeny grzybowe
takie jak Zygomycetes, Cryptococcus neoformans czy grzyby z rodzaju Fusarium (Denning,
2003). Nietoksyczne irozpuszczalne w wodzie echinokandyny uzyskano dopiero dzigki
modyfikacji echinokandyn pochodzenia naturalnego. Do tej grupy zwiazkéw wprowadzonych na
rynek naleza migdzy innymi kaspofungina (Cancidas, MK-991), mikafungina (Mycamine, FK-
463) i anidulafungina (Eraxis, LY-303366, VER002) (DrugBank 3.0; Ernst i in. 1996; Denning,
2003; Chandrasekar i Sobel, 2006). Udowodniono réwniez, ze kaspofungina nie jest substratem
dla pomp transportujacych ksenobiotyki na zewnatrz komorki (Bachmann i in. 2002), jednak
mimo to, wyizolowano juz szczepy oporne na te grupe zwigzkéw (Kurtz i in. 1996; Laverdiere
iin. 2006; Perlin, 2007). Natomiast aureobazydyny produkowane przez Aureobasidium
pullulans, to grupa cyklicznych lipofilowych depsipeptydow skladajacych sie zo$miu
aminokwasow. Ich mechanizm dzialania opiera si¢ na inhibicji procesu tworzenia aktyny
i chityny, atakze uniemozliwieniu syntezy sfingolipidéw (Nageic i in. 1997). Mimo duzo
wyzszej aktywno$ci przeciwgrzybowej niz powszechnie stosowane leki m.in. echinokandyny,
flukonazol czy amfoterycyna B, wykazuja dziatanie toksyczne i hemolityczne (Takesako i in.
1991; Nageic i in. 1997; Yamaguchi, 1997).

2.3 Peptydy penetrujace komorke

Peptydy penetrujgce komoérke czyli CPP (ang. cell penetrating peptides), naleza do grupy
peptydow przeciwdrobnoustrojowych, a swoja nazwe¢ zawdzigczaja mechanizmowi wnikania do
wnetrza komorek. Peptydy penetrujace sa zbudowane z mniej niz 30 reszt aminokwasowych
i podobnie do AMP charakteryzujg si¢ wysoka zawarto$cig aminokwasdéw kationowych, takich
jak lizyna i arginina. Dodatni tadunek CPP umozliwia oddziatywanie z btong komoérkowa
drobnoustrojow, moze prowadzi¢ do dezintegracji $ciany komoérkowej, a w konsekwencji
wywota¢ liz¢ komoérek drobnoustrojow (Mée i Langel, 2006).

Peptydy penetrujace pochodzace od biatlek nazywane sa czgsto PTD (ang. protein
transduction domain) czyli domenami biatek odpowiedzialnymi za proces transdukcji.
W literaturze mozna spotka¢ rowniez skrot MTS (ang. membrane translocation sequence)
oddajacy whasciwos¢ peptydow do translokacji przez btong komorkowa (Schwarze i in. 1999;
Mi i in. 2000).

Pierwsze doniesienia o domenach biatek odpowiedzialnych za proces transportu
W poprzek bton biologicznych zostaly uzyskane dzigki obserwacji translokacji 86-
aminokwasowego fragmentu biatka HIV-1 Tat (Frankel i Pabo, 1988; Green i Loewenstein,

1988). Tat-86 jest czynnikiem regulujgcym transkrypcje genu ludzkiego wirusa uposledzenia
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opornosci, HIV-1 (Albini i in. 1998). Grupa Vivésa i wspotpracownikow zidentyfikowata
fragment Tat*3®° jako ten o najwyzszej aktywnosci translokacji (Vives i in. 1997). Za PTD tego
bialka zostat uznany fragment krotszy, 0 wypadkowym tadunku +8, Tat* " (YGRKKRRQRRR).
Schwarze i wspotpracownicy potwierdzili zdolno$¢ translokacji koniugatu Tat*>’ z czasteczka
B-galaktozydazy. Po iniekcji u myszy odnotowano obecno$¢ biatka we wszystkich tkankach,
z pokonaniem bariery krew-mo6zg wiacznie (Schwarze i in. 1999).

Innym, interesujgcym koniugatem biatka Tat jest TAT-Al, koniugat z heksapeptydem
o sekwencji WFLLTM. Peptyd Al posiada duze powinowactwo do receptora
naczyniowo$rodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGFR1) wystgpujacego w wielu guzach
(Fairbrother i in. 1998). Udowodniono, ze koniugat efektywnie wnika do komodrek guza,
szczegodlnie tych z nadekspresja VEGFR1, a takze powoduje delecje w siRNA na poziomie
mMRNA (Fang i in. 2013). Kolejne badania potwierdzily zdolno$¢ peptydu Tat*’%” do przenoszenia
PNA (Ganguly i in. 2008; Lundin i in. 2008), siRNA (Moschos i in. 2007; Nakase i in. 2013),
a takze plazmidowego DNA i liposomow (Torchilin iin. 2003; Tseng i in. 2002). Ponadto
wykazano przeciwbakteryjng aktywno$¢ Tat*®, a takze brak wlasciwosci hemolitycznych (Zhu
i in. 2009). Podobne wyniki uzyskano dla fragmentu Tat*-*® (Jung i in. 2006). Dodatkowo, Jung
i wspotpracownicy wykazali aktywno$¢ przeciwgrzybowa, zaobserwowang wobec C. albicans
i S. cerevisiae.

Kolejnym scharakteryzowanym peptydem penetrujagcym byt 16-aminokwasowy
oligopeptyd, penetratyna fragment 60-aminokwasowej homodomeny biatka antennapedia
wyizolowanego z Drosophila melanogaster (Joliot i in. 1991). Penetratyna (pAntp,
ROIKIWFQNRRMKWKK-NH,) jest hydrofobowym, bogatym w argining peptydem
penetrujacym o wypadkowym tadunku +7, ktérego mechanizm dziatania opiera si¢ na lizie blony
komoérkowej (Derossi i in. 1994). Penetratyna przy niewielkiej toksycznosci posiada wysoka
zdolno$¢ translokacji. Udowodniono, ze moze stuzy¢ jako efektywny nosnik dla peptydoéw
i biatek (Derossi i in. 1996; Joliot i in. 1991), a takze PNA i siRNA (Bendifallah i in. 2006;
Moschos i in. 2007). Ponadto, Lundberg i wspotpracownicy zaprojektowali pochodna
penetratyny (EB1), w ktorej sekwencji dwa zasadowe aminokwasy zastgpiono resztami
histydyny. Dodatkowo, do N-konca tancucha dotgczono heksapeptyd, dzigki czemu uzyskano
peptyd inicjujacy liz¢ endosomoéw. Uzyskany peptyd EB1 wyrdznial si¢ duzo wyzsza
wydajno$cig tworzenia komplekséw z siRNA i1 wyzsza efektywno$cig przenoszenia aktywnej
biologicznie czasteczki niz wyj$ciowa penetratyna (Lundberg i in. 2007).

Inna grupa, Abes i wspotpracownicy, badajaca translokacje PNA i PMO do jadra komorkowego
wykorzystata analog penetratyny, R6-penetratyne i uzyskata bardzo obiecujace wyniki, nawet

przy nieobecnosci zwigzkow sprzyjajacych lizie endosomow (Abes i in. 2007).
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Warto réwniez zwrdci¢c uwage na inny peptyd penetrujacy, transportan (TP,
GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL). TP wydajnie transportuje do komoérek ssaczych
biatka o rozmiarach od 30 do 150 kDa, co zostalo zbadane w przypadku GFP i licznych
przeciwcial (Pooga i in. 2001). Co ciekawe, zaobserwowano wigkszg zdolnos¢ transportanu do
przenoszenia PNA, niz przy wykorzystaniu penetratyny czy Tat (Bendifallah i in. 2006; EI-
Andaloussi i in. 2006). Przez wprowadzenie modyfikacji sekwencji polegajacej na usunigciu
pierwszych szeSciu aminokwaséw z N-konca peptydu uzyskano analog transportanu, TP-10
(AGYLLGKINLKALAALAKKIL) o mniejszej toksycznosci (Soomets i in. 2000). W oparciu
0 sekwencje transportanu zostaty otrzymane dwa peptydy penetrujace zawierajace na N-koncu
grupe stearynowa, PepFect3 i PepFect6, ktére charakteryzuja si¢ wyzsza efektywnoscia
transportu kwasoéw nukleinowych invitro, a w przypadku PepFect6 rowniez in vivo (El-
Andaloussi i in. 2011; Mée i in. 2009).

Innym, ciekawym peptydem penetrujacym jest HSV VP22, biatko sktadajace si¢ z 301
reszt aminokwasowych, posiadajace zdolno$¢ do transportu peptydow oraz biatek
z przekroczeniem bariery krew-mozg, takich jak GFP (Elliott i O’Hare, 1997), a takze biatka E7
wirusa brodawczaka ludzkiego wywotujac odpowiedz immunologiczng u myszy (Weidt i in.
1994; Michel i in. 2002) czy czynnika transkrypcyjnego GATA4 jako obiecujacy srodek
w leczeniu uszkodzenia migsnia sercowego (Bian i in. 2007).

Peptyd pVEC (LLIILRRRIRKQAHAHSK), 18-aminokwasowy fragment kadheryny,
posiada wypadkowy tadunek +8, moze stuzy¢ jako nosnik PNA o wielkosci 1,7 kDa, a takze duzo
wigkszych czasteczek, takich jak FITC-streptawidyna (67 kDa). Ponadto wykazuje duzo wyzsza
niz penetratyna zdolno$¢ translokacji in vivo nie naruszajac przy tym integralnosci blony
komoérkowej (Elmquist i in. 2001). Grupy Palma i Nekhotiacva zaobserwowaly aktywnos¢
przeciwbakteryjng pVEC wobec Escherichia coli, Bacillus megaterium, a takze wobec drozdzy
S. cerevisiae (Nekhotiaeva i in. 2004; Palm i in. 2006). Holm i wspotpracownicy natomiast
zwrocili uwagg na stabilno$¢ 1 wysoka zdolnos¢ translokacji pVEC w komorkach drozdzowych
S. cerevisiae i C. albicans (Holmi in. 2005). Analog sktadajacy si¢ z aminokwasow o konfiguracji
D, retro-pVEC charakteryzuje si¢ stabilno$cig w surowicy i nie ulega enzymatycznej degradacji
(Elmquist i Langel, 2005).

Warto wspomnie¢ tutaj rowniez o modelowym a-helikalnym, otrzymanym de novo
peptydzie MAP (KLA, KLAL) o sekwencji KLALKLALKALKAALKLA-NH; (Oehlke i in.
1998). Jego mechanizm dziatania opiera si¢ na tworzenia pordw i permeabilizacji btony
komorkowej. MAP wykazuje aktywnos$¢ przeciwbakteryjnag wobec B. megaterium w stezeniu
1 uM oraz wobec E. coli na poziomie 25 uM. Charakteryzuje si¢ natomiast brakiem aktywnoS$ci
wobec S. cerevisiae (Palm i in. 2006). Hallbrink i wspolpracownicy wykazali wyzsza niz
transportan, Tat*®®° i penetratyna efektywno$¢ transportu MAP in vivo (Hillbrink i in. 2001).
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Dzigki badaniom nad translokacja MAP i jego pochodnych zaobserwowano, ze to dzigki
amfifilowosci, a nie dodatniemu tadunkowi peptyd zachowuje swoje wlasnosci penetrujace. Na
skutek wymiany lizyn w tancuchu peptydowym na aminokwasy o charakterze polarnym, peptydy
MAP12 (LKTLTETLKELTKTLTEL-NH;) i MAP17 (QLALQLALQALQAALQLA-NHy)
posiadaty ceche translokacji (Scheller i in. 2000).

Do peptydéw o wysokim stopniu penetracji nalezy réwniez grupa pentapeptydow
(ang. small penetrating peptides). Przypuszcza si¢, ze przekraczaja one barier¢ blony
komoérkowej na drodze endocytozy lub pinocytozy. Wsrdd peptydow tej grupy najwyzsza
zdolno$¢ translokacji do komoérek HeLa, powyzej 90%, przy jednoczesnej niskiej toksycznosci,
do 1 mM, wykazuja KLPVM, VPMLK i VSALK (Gomez i in. 2007; Gomez i in. 2010). Co
ciekawe, udowodniono, ze peptydy VPTLK i KLPVM petnig role ochronna, zapobiegajac
apoptozie zaleznej od Bax (Gomez i in. 2007). Ponadto, wykorzystanie znakowanych FAM
peptydow pozwolito na zaobserwowanie bardziej wydajnej translokacji wspomnianych
pentapeptydow niz w przypadku peptydu TAT czy Rs (Gomez i in. 2010). Niewykluczone jednak,
ze peptydy o tak krotkiej sekwencji sg transportowane jeszcze w inny sposob.

Kolejng grupa peptydow penetrujacych sg heksapeptydy otrzymane przez Lopez-Garcia
i wspolpracownikow, z ktorej PAF26 (PFK26, Ac-rkkwfw-NHy), PAF32 (Ac-rkwhfw-NH,)
i PAF34 (Ac-rkwlfw-NH.) wykazuja najwyzsza aktywnos$¢ przeciwgrzybowa wobec Neurospora
crassa, Penicillium digitatum, Penicillium italicum i Botrytis cinerea (Lépez-Garcia i in. 2000;
Muiioz i in. 2006). PAF26, najlepiej zbadany zwigzek z tej grupy, wykazuje pod wzglgdem
budowy podobienistwo do penetratyny, a sktada sie z dwoch czesci: jednej — obdarzonej
tadunkiem, a drugiej — hydrofobowej (Lopez-Garcia i in. 2007). Co wigcej, badacze wykazali, ze
bardzo istotna w transporcie PAF26 jest obecnos¢ reszt tryptofanu (Mufioz i in. 2012).

Sposrod peptydow penetrujacych komorke wyroznia sig rowniez grupe peptydow
bogatych w proling, ktore mimo wtasciwosci penetrujacych nie sa cytotoksyczne. Warto tu
wymieni¢ peptyd SAP pochodzacy z bialka y-zeiny zlozony z powtarzajacej si¢ sekwencji

VRLPPP, (VRLPPP)s (Pujals i Giralt, 2008).

2.4 Mechanizmy transportu peptydow do komorek drobnoustrojowych,

w tym grzybowych

Przy omawianiu poszczegolnych grup zwiazkéw peptydowych zwrocono uwage na
réznorodne mozliwe mechanizmy pokonywania przez te zwiazki biwarstwy lipidowej. Dziatanie
naturalnych peptydow przeciwdrobnoustrojowych opiera si¢ na bezposrednim oddzialywaniu na
btone komorkowa, natomiast inne zwigzki peptydowe musza, dla wywotania efektu
grzybobojczego, zosta¢ wprowadzone do wnetrza komérek grzybowych. Z uwagi na polarnosé
peptydow, pokonanie biwarstwy lipidowej na drodze dyfuzji prostej jest czgsto niemozliwe.

Peptydy penetrujace komérke (CPP) z uwagi na odpowiednig budowe wykorzystujg bezposrednig
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translokacje¢ przez bton¢ lub endocytozg jako mechanizm transportu, natomiast inne peptydy i ich
pochodne o dlugosci nieprzekraczajacej o$miu reszt aminokwasowych wykorzystuja mato
specyficzne, systemy transportu oligopeptyddw oparte na umieszczonych w blonie

cytoplazmatycznej biatkach, permeazach peptydowych.

2.4.1 Transport na drodze bezposredniej translokacji lub endocytozy

Przenikanie CPP przez blony komodrkowe prawdopodobnie odbywa si¢ na drodze
translokacji przez btone komérkowa. Mechanizm translokacji CPP stat si¢ tematem wielu badan
1 nie zostal jeszcze szczegdtowo wyjasniony. Oprocz teorii obejmujacej transport na drodze
endocytozy lub fagocytozy z udziatem np. makrofagdéw, przypuszcza si¢, ze CPP sg zdolne do
bezposredniego przenikania przez blony biologiczne, niezaleznie od energii. Zauwazono, ze
transport niektorych CPP do komorek zachodzi wydajnie nawet w temperaturze 4°C. Wedtug tej
teorii peptydy penetrujace moga dosta¢ si¢ do wnetrza komorek dzieki oddzialywaniom
elektrostatycznym i tworzeniu porow w blonie cytoplazmatycznej (Zorko i Langel, 2005). Grupa
Richarda zaproponowata endocytoz¢ jako gtowny mechanizm translokacji w poprzek btony
cytoplazmatycznej dwoch peptydéw penetrujacych, Tat i Re. W temperaturze 4°C nie
zaobserwowano przemieszczania si¢ badanych CPP do komorek (Richard i in. 2003).
W przypadku PAF26, mechanizm jego przenikania przez blone komorkowg zalezy
prawdopodobnie od stezenia peptydu. Zaobserwowano, ze przy nizszym stgzeniu PAF26 ma
miejsce endocytoza, natomiast przy wyzszych — bezposrednia translokacja, prawdopodobnie
oparta o tzw. mechanizm dywanowy (Mufioz i in. 2012).

W badaniach obejmujacych poznanie mechanizmu wnikania CPP uzyskiwano rézne
charakterystyki transportu nawet dla tych samych peptydéow. Na proces przenikania i/lub metody
stosowane do badan mechanizmu moze mie¢ wplyw wiele czynnikéw, miedzy innymi
wypadkowy tadunek, struktura pierwszo- i drugorzgdowa, modyfikacje tancuchow bocznych
aminokwasow, ale prawdopodobnie takze stezenie peptydu czy czas inkubacji peptydu
z zawiesing komorek (Duchardt i in. 2007; Trabulo i in. 2010). Z uwagi na ztozonos$¢ czynnikow,
do tej pory nie okre§lono jednoznacznie mechanizmu transportu dla poszczegolnych peptydoéw
penetrujacych (Lundberg i Langel, 2003). Generalnie, krotsze peptydy prawdopodobnie sa
przenoszone na drodze bezposredniej translokacji, natomiast dtuzsze polipeptydy za pomoca
endocytozy.

Bezposrednia translokacja CPP odbywa si¢ niezaleznie od energii i temperatury.
Zaproponowane dotad teorie dotyczace mechanizmow bezposredniej translokacji CPP przez
btony biologiczne obejmujg model klepek beczki (Gazit i in. 1994), model pordéw toroidalnych
(Yeaman i Yount, 2003), model odwrdconych miceli (Derossi i in. 1996) i model dywanowy

(Pouny i in. 1992). Wiekszo$¢ modeli zaktada naruszenie struktury btony komérkowej. Model
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odwréconych miceli prawdopodobnie tlumaczy przenikanie niewielkich hydrofilowych
peptydow penetrujacych przez biwarstwe lipidowa np. penetratyny (Trabulo i in. 2010). Model
porow toroidalnych opisuje mechanizm transportu peptydoéw bogatych w argining i peptydu Tat
(Bechara i Sagan, 2013), a model dywanowy - peptydu PAF26 (Muiioz i in. 2012). Modele
zostaly przedstawione schematycznie ponizej (rys. 2).

Model Mode|

Model Model poréw dwrd h miceli dywanowy
klepek beczki toroidalnych cdwrocanych micell

SR
=,

B Biwarstwa lipidowa @D CPP lub CPP-X

Rys. 2 Prawdopodobne mechanizmy bezposredniej translokacji peptydow penetrujacych.
Na podstawie: Trabulo i in. 2010.

Model klepek beczki (znany rowniez pod nazwa ,tworzenia porow’) oparty na
gromadzeniu si¢ peptydow na ksztalt beczek, w poprzek blony cytoplazmatycznej i tworzeniu
porow — przypominajacych beczke, w ktorych niepolarne cze$ci oddziatuja z lipidami btony,
a hydrofilowa wewnetrzna powierzchnia tworzy szczeliny (Gazit i in. 1994).

W przypadku modelu porow toroidalnych, cze$¢ hydrofilowa peptydu oddziatluje
Z polarnymi grupami fosfolipidow prowadzac do utworzenia tymczasowych, toroidalnych porow
w biwarstwie lipidowej w konsekwencji prowadzgc do reorganizacji biwarstwy lipidowej
(Yeaman i Yount, 2003).

Kolejny model — odwrdoconych miceli — zaktada oddzialywanie pozytywnie natadowanej
czesci peptydu z fosfolipidami btony, oddziatywaniu z hydrofobowa jej czescia, co prowadzi do
zagiecia biwarstwy i utworzenia odwrdoconej miceli. Nastepuje powtorne zagigcie biwarstwy
i peptyd dostaje si¢ do wnetrza komorki (Derossi i in. 1996).

Inny mechanizm to model dywanowy, w ktérym peptydy szczelnie pokrywajac
powierzchni¢ btony, wywieraja nacisk, co prowadzi do uszkodzenia konstrukcji btony
cytoplazmatycznej (Pouny i in. 1992).

Drugim prawdopodobnym sposobem wnikania CPP do komorek jest endocytoza.
Endocytoza jest mechanizmem zaleznym od energii i zachodzi we wszystkich komoérkach
zapewniajac wydajne pobieranie czasteczek do wngtrza komorek. Przyjmuje si¢, ze w transporcie
mniejszych czgsteczek, na przyktad peptydow o dlugosci do 40 reszt aminokwasowych
w tancuchu peptydowym, obok bezposredniej transdukcji role odgrywa rowniez endocytoza
jednak przebiega ona duzo wolniej. W przypadku wigkszych czasteczek (np. biatek) pokonanie

bariery btony komoérkowej odbywa si¢ na zasadzie endocytozy zaleznej od receptorow oraz
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makropinocytozy (Cahill, 2010). Do tej pory zaproponowano Szereg teorii opisujacych
prawdopodobny sposob transportu CPP do komorek. Wyrdznia si¢ tutaj, endocytoze niezalezng
od obecnosci receptorow btonowych (klatryny, kaweoliny), endocytoze z udziatem klatryny
(Richard i in. 2003) iendocytoze zudziatem kaweoliny (Fittipaldi i in. 2003), a takze
makropinocytoze (Kaplan i in. 2005). Wymienione mechanizmy zostaly przedstawione na

schemacie ponizej (rys. 3).

Endocytoza niezalezna Endocytoza Endocytoza
od klatryny i kaweoliny  zalezna od kaweolin zalezna od klatryn

<
<

Makropinocytoza

@D CPP lub CPP-X O kaweolina (% klatryna

Rys. 3 Prawdopodobne mechanizmy translokacji peptydéw penetrujacych na drodze endocytozy.
Na podstawie: Trabulo i in. 2010.

Proces endocytozy CPP sktada si¢ z etapu zamknigcia czasteczki w btonie komérkowe;j
przypominajacej petle (endocytoza wilasciwa) oraz z etapu uwolnienia zawartosci struktury
pecherzyka endosomalnego. Drugi etap ogranicza degradacje przenoszonych czasteczek
W lizosomach przy jednoczesnym umozliwieniu dotarcia czasteczki do celu molekularnego
(Bechara i Sagan, 2013). Endocytoza zalezna od receptoréw btonowych wykorzystuje kaweoling
badz klatryne (rys. 3). Kaweolina okrywajaca wklesniecia w btonie komérkowej jest odporna na
dziatanie wysokiego pH i niejonowe detergenty. Cho¢ mechanizm endocytozy z udzialem
kaweoliny nie zostal jeszcze dokladnie poznany, przypuszcza sie, ze kaweolina moze
uczestniczy¢ w spajaniu pecherzykow endosomalnych. Klatryna natomiast optaszcza pecherzyki
transportowe i bierze udzial w tworzeniu uwypuklen btony komoérkowej nazywanych jamkami
klatrynowymi (Trabulo i in. 2010).

W celu okres$lenia rodzaju endocytozy, bada si¢ wpltyw inhibitorow endocytozy
m.in. amiloryd, chlorpromazyna, nokodazol, cytochalazyna D na transport znakowanych
fluorescencyjnie  peptydow penetrujacych. Przyjmuje sie, ze amiloryd ogranicza
makropinocytoze (Doan i in. 2012; Gomez i in. 2010), chlorpromazyna i nokozdazol hamujg
endocytoze zalezng od klatryny (Bayer i in. 1998; Doan i in. 2012; Gomez i in. 2010), natomiast
cytochalazyna D uniemozliwia makropinocytoze i endocydoze oparta o kaweoling.

Cytochalazyna D prawdopodobnie ogranicza polimeryzacj¢ aktyny (Gomez i in. 2010).
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Z uwagi na ogromny potencjatl wykorzystania CPP w roli no$nikow, zainteresowano si¢
mechanizmami transportu koniugatow peptydow penetrujacych z réznymi zwigzkami. Co
ciekawe, zauwazono roznice we wiasciwosciach transportu wolnych peptydéw penetrujacych
i ich koniugatow, jak rowniez réznice w zaleznosci od rodzaju przenoszonej czasteczki przez ten
sam nosnik peptydowy (Trabulo i in. 2010). Grupa Lundina i jego wspotpracownikdéw porownata
sposob wnikania kilku koniugatow CPP o kationowym lub amfifilowym charakterze takich jak:
penetratyna, M918, transportan, TP10 z PNA. Uzyskane wyniki wskazuja na to, ze koniugaty
PNA z kationowymi peptydami sg transportowane gltownie na drodze makropinocytozy,
natomiast koniugaty z peptydami amfifilowymi na drodze endocytozy zaleznej od klatryny
(Lundin i in. 2008). Niewykluczone, ze transport peptydow penetrujacych polega na

jednoczesnym wykorzystaniu kilku mechanizméw opisanych wczesnie;.

2.4.2 Transport aktywny za posrednictwem permeaz peptydowych u grzybow

Drobnoustroje do pobierania oligopeptydéw wykorzystuja zlokalizowane w btonie
komoérkowej biatka, permeazy peptydowe. Praca permeaz zalezy od gradientu protonow
W poprzek blony i aktywnosci ATPazy — zaobserwowano, ze inhibitory metaboliczne takie jak
azydek sodu efektywnie hamuja transport peptydow do wngtrza komoérek grzybowych (Logan
iin. 1979; Davies, 1980; Milewski i in. 1991a). Co wigcej, badania wykazaly, ze systemy
transportujace peptydy roznia si¢ w zaleznosci od gatunku. Inna jest specyficznos$¢ substratowa
permeaz peptydowych u S. cerevisiae, a inna u C. albicans (YYadan i in. 1984; Moneton i in. 1986).

Odkrycie naturalnych zwigzkow przeciwgrzybowych o strukturze oligopeptydowej,
takich jak tetaina czy nikkomycyna, poznawanie mechanizmu ich transportu do wnetrza komorek,
a takze izolacja mutantdéw opornych na te dipeptydy pozwolila scharakteryzowaé grzybowe
systemy transportujace oligopeptydy.

W przeprowadzonych eksperymentach zaobserwowano, ze mutanty oporne na
nikkomycyne Z utracity zdolnos$¢ transportu dipeptydow, w tym tetainy, a tripeptydy byly
transportowane szybciej, co wskazato na istnienie osobnych systemow transportu dipeptydoéw
i tripeptydow (Yadan i in. 1984). Logan ze wspotpracownikami doszli do podobnych wnioskow
badajac peptydy zawierajace jedna, dwie, trzy i cztery reszty metioniny (Logan i in. 1979).
W innych badaniach, mutanty oporne na nikkomycyne Z utracily zdolnos$¢ transportu di-
i tripeptydow sugerujac istnienie wspolnego systemu transportu dla di- i tripeptydéw (Moneton
i in. 1986). Badania przeprowadzone przez Daviesa potwierdzity te obserwacje (Davies, 1980).
Do podobnych wnioskow doszedl wcze$niej Marder i wspdtpracownicy: mutanty oporne na
dziatanie toksycznego peptydu L-etionylo-L-alaniny wyrdznialy si¢ wadliwym transportem
innych dipeptydow oraz tripeptydow (Marder i in. 1978). W innych badaniach, Payne i Shallow,
na podstawie opornosci na toksyczny dipeptyd, tetaing, nikkomycyne lub polioksyne uzyskali
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mutanty spontaniczne, ktére mimo odmiennych mechanizméw dziatania przeciwgrzybowego
zwiazkow, charakteryzowaty si¢ krzyzowa opornoscia na pozostate dipeptydy. Zaobserwowana
krzyzowa oporno$¢ opierala si¢ na uszkodzonym systemie transportu dipeptydow do komoérek
grzybow (Payne i1 Shallow, 1985). Podobnie, grupa Milewskiego i wspolpracownikow
zaobserwowatla, ze mutanty oporne na dziatanie dipeptydu, Nva-FMDP, nie transportowaty
innych dipeptydow, a transport tripeptydow byt zmniejszony. W przypadku mutantéw opornych
na tripeptyd, Met-Met-FMDP, transport zaréwno dipeptydow, tripeptydoéw i tetrapeptydow byt
niewykrywalny, badz bardzo niewielki. Mutanty oporne na tetrapeptyd, Met-Met-Met-FMDP nie
transportowaty tetrapeptydow, transport tripeptydéw byt zmniejszony, natomiast transport
dipeptyddéw przebiegat bez zmian (Milewski i in. 1988a).

Badania wykorzystujgce mutanty z utracong zdolnoscia transportu peptydow wykazaty
istnienie odrgbnych systemow transportu dipeptydow i innych oligopeptydoéw (Payne i Shallow,
1985). McCarthy wraz ze wspolpracownikami na podstawie swoich badan stwierdzit, ze transport
peptydow odbywa si¢ przez dipeptydowe permeazy z niskim powinowactwem do oligopeptydow
oraz przez oligopeptydowe permeazy z niskim powinowactwem do dipeptydéw (McCarthy i in.
1985b). Transport tripeptydow jest zatem wspolny dla obu systemow transportu peptydow
Z zastrzezeniem, ze niektore tripeptydy moga by¢ wydajniej transportowane przez system
permeaz przenoszacych di- i tripeptydy, inne natomiast przez system permeaz oligopeptydowych.
Na tej podstawie stwierdzono, ze tripeptydy sa najlepszymi nosnikami zwigzkow
przeciwgrzybowych do komoérek C. albicans z uwagi na to, ze sa transportowane przez dwa
odrgbne systemy permeaz i dzigki temu prawdopodobienstwo zajscia mutacji i wystgpienia
opornos$ci jest mniejsza (Milewski i in. 1988a).

Dzicki pracom Basraiego i wspotpracownikow, a takze ReuBa i Morschhiusera
scharakteryzowano systemy transportu peptydéw u C. albicans oraz identyfikowano geny
kodujace poszczegdlne permeazy peptydowe. Pierwszy system, specyficzny przede wszystkim
dla di- i tripeptydéw (permeazy PTR), zidentyfikowano u prawie wszystkich organizméw, drugi
natomiast - dedykowany gtéwnie dla peptydoéw od czterech do o$miu aminokwasow w tancuchu
(permeazy OPT) - jedynie u grzybow i roslin (Basrai i in. 1995; Wiles i in. 2006). W komoérkach
C. albicans istniejag dwa odrgbne systemy transportu peptydéw, natomiast komorki S. cerevisiae
posiadajg tylko permeazy PTR (Perry i in. 1994). Permeazy di- i tripeptydowe kodowane sg przez
dwa geny, PTR2 oraz PTR222, natomiast permeazy oligopeptydowe przez pie¢ genéw OPT, od
OPT1 do OPT5 (Reuf} i Morschhéuser, 2006).

2.4.2.1 Permeazy PTR
Biatka nalezace do rodziny transporterow di-/tripeptydowych (PTR) charakteryzujg si¢

kilkoma zakonserwowanymi motywami. Transportery PTR posiadajg  dwanascie
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prawdopodobnych transmembranowych domen rozdzielonych fragmentami hydrofilowymi
(Lubkowitz iin. 1997). Do najlepiej scharakteryzowanych transporterow tego typu naleza
permeazy w komorkach S. cerevisiae - ScPtr2 (Perry i in. 1994) i C. albicans - CaPtr2 (Basrai
i in. 1995).

Role permeaz PTR poznano dzigki uzyskaniu i zbadaniu mutanta S. cerevisiae
pozbawionego gendw kodujacych permeazy peptydowe (ScPtr2), ale transformowanego genem
PTR2 pochodzacym z C. albicans. W konsekwencji zaobserwowano wzrost komérek mutanta
W pozywce, w ktorej zrodlo azotu stanowity dipeptydy. Jednak po wprowadzeniu plazmidu
komorki S. cerevisiae nie uzyskiwaty wyjsciowej zdolnosci do transportu badanych peptydow,
co mozna tlumaczy¢ tym, ze prawdopodobnie produkt kodowany przez CaPTR2 nie jest
kompatybilny z innymi sktadnikami wymaganymi do transportu peptydow znajdujacymi si¢
w komoérkach S. cerevisiae. Mozliwe rowniez, ze CaPTR2 oraz ScPTR2 ro6znig sie
specyficzno$cia strukturalng transportowanych tancuchow peptydowych (Basrai i in. 1995).

Co ciekawe, grupa Morschhéusera zaobserwowata wzrost mutanta opt1-optSA ptr2A
ptr22A, u ktérego wymuszono pod kontrola promotora ADH1 ekspresje poszczegoélnych
transporterow peptydowych PTR i OPT. Zaobserwowano, ze wymuszona ekspresja genu ptr2 lub
ptr22 sprawia, ze mutanty moga wykorzystywaé wszystkie testowane dipeptydy jako substraty
(RK, AT, KL, LS, LW, LL, HL, MM, stezenie: 1 mg/mL) co skutkuje nawet lepszym wzrostem
mutanta niz szczepu wyjsciowego SC5314 (w przypadku dipeptydu: AT, KL, LS, LW, LL, HL).
Ponadto odnotowano rdznice we wzro$cie mutantow u ktéorych wymuszono pojedyncze geny
permeaz di-/tripeptydowych. Wyniki pokazujg, ze permeaza Ptr2 odgrywa wigkszg role
w wykorzystaniu LL i MM, natomiast permeaza Ptr22 w wykorzystaniu LW jako zrodta azotu
(Dunkel i in. 2013).

2.4.2.2 Permeazy OPT

Lubkowitz i wspolpracownicy przeprowadzili doswiadczenia analogiczne do
wykonanych przez Basraiego i wspotpracownikow (Basrai i1 in. 1995), dokonujac ekspresji genu
OPT1 pochodzacego z C. albicans w mutancie S. cerevisiae pozbawionym systemu transportu
di-/tripeptydéw (SCPTR2). Zaobserwowano zdolnos¢ uzyskanego mutanta do wzrostu w podtozu
zawierajagcym tetrapeptyd KLLG jako jedyne zrodto azotu. Ponadto, otrzymany mutant
charakteryzowat si¢ wrazliwo$cia wobec toksycznych tetra- i pentapeptydow, jak rowniez
zwigkszong predkoscig pobierania znakowanego tetrapeptydu, KLG[*H]L. Zauwazono rowniez,
ze na poziom pobierania badanych oligopeptydow u mutanta S. cerevisiae wptywat rodzaj zrodta
azotu wykorzystanego do wzrostu komoérek (Lubkowitz i in. 1997).

Grupa Lubkowitza jako pierwsza zidentyfikowata oligopeptydowa permeaze

u C. albicans kodowang przez gen OPT1. Z badan wynika, ze wielko$¢ genu siega 3800 pz,

28



otwarta ramka odczytu liczy 2349 nukleotydéw i zawiera intron o dlugosci 58 nukleotydow.
Produkt tego genu zbudowany jest z 783 reszt aminokwasowych i zawiera 12 hydrofobowych
regionow, sugerujac jego role jako blonowego biatka transportowego. Badania z 1997 dowodza
rowniez, ze biatko Optl nie nalezy do rodzin btonowych biatek transportowych ABC i PTR
(Lubkowitz iin. 1997). Z badan ReuBa i wspotpracownikow wynika, ze szczep C. albicans
SC5314 posiada dwa polimorficzne allele genu OPT1 réznigce si¢ 35 nukleotydami, z ktorych
pie¢ skutkuje zmiang sekwencji aminokwaséw (Reull i in. 2004). Przeprowadzone badania
udowodnity rowniez, ze permeaza kodowana przez gen OPT1 odgrywa decydujaca rolg
W pobieraniu peptydow i tym samym wzro$cie C. albicans w podtozu zawierajacym jako zrodto
azotu BSA. Inaktywacja genu OPT1 powodowata opornos¢ mutantdw wobec toksycznego
peptydu, KLLEth, co wskazuje na to, ze Optl ma zasadniczy wptyw na transport tego peptydu
do komorek. Mimo to, mutant pozbawiony genu OPT1 byt zdolny do wzrostu na podtozu YCB-
BSA w takim samym stopniu jak szczep dziki C. albicans SC5314 i produkowal podobne ilosci
proteinaz. Dlatego wywnioskowano, ze OPT1 nie jest niezb¢dny do indukcji SAP2 i do pobierania
peptydow, produktow trawienia BSA (Reuf3 i in. 2004).

Oproécz permeazy Optl, C. albicans posiada szereg genow kodujacych prawdopodobne
permeazy oligopeptydowe. Dzigki analizie genomu C. albicans SC5314 zidentyfikowano jeszcze
siedem innych potencjalnych genéw, zlokalizowanych na czterech chromosomach, kodujgcych
potencjalne transportery stuzgce komérkom do pobierania oligopeptydow (od OPT2 do OPT8).
Ponumerowano je wraz z malejaca homologia z OPT1, jednak funkcjonalne jest pierwsze pigé
gendw, OPT1 - OPT5. Produkt genu OPT2 wykazuje 48% podobienistwo do Optl, a oba allele sa
identyczne. Gen OPT3 jest zlokalizowany 3300 pz ponizej genu OPT2 i jest skierowany w tym
samym kierunku. Produkt tego genu jest w 98% identyczny z Opt2, co wskazuje na to, ze geny
te powstaly najprawdopodobniej na drodze tandemowej duplikacji. Szczep SC5314 posiada dwa
polimorficzne allele genu OPT3, ktore rozniag sie 86 nukleotydami z czego osiem powoduje
zmiang¢ kodowanej sekwencji aminokwasoéw. Gen OPT4 jest zlokalizowany okoto 47 kb powyzej
genu OPT2 i jest skierowany w przeciwnym Kkierunku. Szczep SC5314 posiada dwa
polimorficzne allele genu OPT4, ktore roznig si¢ 74 nukleotydami, a w konsekwencji trzynascie
znich prowadzi do zmiany kodowanego aminokwasu. Biatko Opt4 jest bardzo podobne do biatek
Opt2 i Opt3, odpowiednio w 93% i 95%. Dwa allele genu OPT5 sg prawdopodobnie identyczne.
Bialko Opt5 jest w okoto 80% podobne do biatek Opt2, Opt3 oraz Opt4. Pozostate biatka Opt6-
Opt8 charakteryzuja si¢ nizszym podobienstwem do pozostatych biatek transporterow
oligopeptydow, odpowiednio w 58%, 38%, 32% (Reul} i Morschhéuser, 20006).

Mutanty pozbawione jednego z gendw OPT rosty w podlozu YCB, zawierajacym BSA
jako jedyne zrodto azotu, na takim samym poziomie jak szczep dziki C. albicans SC5314. Zatem

usunigcie jednego z genow OPT nie wptywa na zmniejszenie lub nie powoduje utraty zdolnos$ci
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wykorzystywania biatek jako zrédla azotu. Grupa Morschahdusera zaproponowata, ze
oligopeptydowe transportery kodowane przed geny OPT pelnig cze$ciowo ,,uspiong” role
W pobieraniu peptydow i/lub indukowaniu produkcji proteinaz (Reuf3 i Morschhéuser, 2006).

W przypadku mutantow pozbawionych pierwszych trzech genéw kodujgcych permeazy
OPT obserwowano brak wzrostu w podtozu YCB-BSA, tak samo jak w przypadku mutanta
sap2A (bez genu kodujacego proteinaze Sap2). Co wigcej, brak zdolnosci do wzrostu mutanta
Opt1A opt2A opt3A nie byt spowodowany brakiem ekspresji SAP2. Mutant ten produkowat Sap2
i degradowat BSA w takim samym stopniu jak szczep dziki. Ekspresja dodatkowej kopii genu
SAP2 nie wplywata na zdolno$¢ do wzrostu (Park i Morschhéduser, 2005). Brak mozliwosci
wzrostu potrojnego mutanta opt1A opt2A opt3A wynika z niezdolnosci komoérek do pobierania
peptydow, produktow endoproteolitycznego trawienia BSA. Mutant optlA opt2A opt3A po
ponownym wprowadzeniu pojedynczego genu OPT1, OPT2 lub OPT3, odzyskiwat zdolnos$¢ do
wzrostu w podtozu YCB-BSA. Co wigcej, wymuszona ekspresja genow OPT1-OPT8 pod
kontrolg promotora ADH1 w mutancie opt1A opt2A opt3A prowadzita do ekspresji wszystkich
genow OPT za wyjatkiem OPT6-OPT8 w podtozu YCB-BSA. Z powyzszych obserwacji wynika,
ze przynajmniej jeden z genow od OPT1 do OPT5 koduje w pelni funkcjonalng permeaze
peptydowa. Pozostate geny nie wptywaja na wykorzystanie peptydow jako zrodto azotu z uwagi
na to, ze nie kodujg transporterow peptydowych lub tez geny te nie s3 wystarczajaco
eksprymowane in vitro (ReuB3 i Morschhduser, 2006). Ostatnio, Desai i wspotpracownicy
zaproponowali, ze gen OPT7 koduje transporter glutationu (Desai i in. 2011).

Kolejny eksperyment przeprowadzony w grupie Morschhidusera, wykorzystujacy gen
GFP pod kontrolg kolejnych promotoréw OPT wskazal, ze w podtozu pelnym, YPD, geny OPT
oraz SAP2 sg eksprymowane na bardzo niskim poziomie Iub ich ekspresja w ogodle nie wystepuje.
W podtozu minimalnym, YCB-BSA natomiast, gen OPT3 ulegat najsilniejszej ekspresji, zaraz
potem OPT1, a w niewielkim stopniu, ale na poziomie wykrywalnosci gen OPT5. Co ciekawe,
ekspresja genu OPT2 nie miata miejsca, mimo to wprowadzenie genu OPT2 do mutanta opt1A
Opt2A opt3A przywracata jego zdolnos¢ do wzrostu (Reull i Morschhéuser, 2006).

Poziom i warunki ekspresji pojedynczych genow OPT r6znig si¢. Gdy w podlozu YCB
zamiast BSA znajdowat si¢ tetrapeptyd LWMR lub pentapeptyd PGKAR, miata miejsce
ekspresja genow OPT1 i OPT3, natomiast brak bylto ekspresji genow OPT5 oraz SAP2 (Reuf
i Morschhéuser, 2006).

Mutant opt1A opt2A opt3A opt4A optSA wykazywat wigkszg zdolno$¢ do wzrostu niz
mutant sap2A, poniewaz prawdopodobnie posiada zdolno$¢ do wykorzystywania produktow
degradacji BSA. Moze by¢ to spowodowane tym, ze geny OPT6-OPT8 kodujg permeazy, ktore
w bardzo niewielkim stopniu transportujg produkty proteolitycznego trawienia BSA albo obecne

w podtozu krotsze peptydy sg pobierane przez transportery di- i tripeptydoéw lub tez komorki
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pobieraja pojedyncze aminokwasy powstate w wyniku degradacji BSA, za pomoca permeaz
aminokwasowych (Martinez i Ljungdahl, 2005; Reuf3 i Morschhéuser, 2006).

Co ciekawe, wymuszona ekspresja genu OPT1 umozliwia wzrost w warunkach, gdy
dostepne zrodto azotu stanowi dipeptyd RK. Permeazg Optl przyjeto jako transporter
dedykowany dla oligopeptydow liczacych od czterech do o$miu reszt aminokwasowych (Reuf
i Morschhéuser, 2006), natomiast kolejne badania grupy Morschhédusera wykazaty, ze umozliwia
ona transport nie tylko tripeptydow, ale rowniez dipeptydéw (Dunkel i in. 2013).

Zaangazowanie permeaz obu rodzajéw, Ptr22 i Optl w pobieranie dipeptydu RK
zaobserwowano przy stezeniu 1 mg/mL tego peptydu w podlozu YCB. Natomiast przy
zmniejszonym stezeniu RK, wynoszacym 0,25 mg/mL, nie zaobserwowano wzrostu mutanta
ptr2A ptr22A co wskazuje na to, ze w zadanych warunkach eksperymentalnych permeaza Ptr22
jest wydajnym transporterem peptydu RK i umozliwia wzrost w warunkach ograniczonej ilo$ci
tego zrodta azotu (Dunkel i in. 2013).

Co wiecej, permeazy roznia si¢ miedzy soba pod wzgledem specyficznosci substratowe;j
roOwniez w procesie transportu tripeptydow: LWL, AAP i KFK. Gdy zrédto azotu stanowit LWL,
wymuszona ekspresja genow OPTL1 i PTR22 pozwalata na wzrost mutanta opt1-optbA ptr2A
ptr22A, natomiast w przypadku tripeptydu AAP wzrost byl mozliwy, gdy miala miegjsce
wymuszona ekspresja genu OPT1 lub PTR22, ale rowniez w przypadku ekspresji pojedynczego
genu PTR2. Wzrost w obecnosci KFK byt mozliwy po wymuszonej ekspresji pojedynczych
genow permeaz OPT i PTR z wyjatkiem genow PTR2 i OPT5 (Dunkel i in. 2013).

Wyniki réznych grup badawczych wskazuja, ze permeazy peptydowe rdzniag sig
specyficzno$cig nie tylko jesli chodzi o dtugo$¢ transportowanego tancucha peptydowego, ale
takze o jego sekwencj¢. W przeciwienstwie do permeaz PTR, ktore moga transportowac di-
i tripeptydy, permeazy OPT charakteryzuje si¢ zwykle jako te odpowiedzialne za transport tetra-
i pentapeptydow (McCarthy i in. 1985a).

Badano zdolno$¢ szczepu dzikiego C. albicans SC5314 oraz mutantéw delecyjnych do
wzrostu w podtozu minimalnym zawierajacym jako zrédlo azotu jedynie pojedynczy peptyd.
Wybrano pentapeptydy: RPPGF i PGKAR, heptapeptydy: RPPGFSP i DRVYIHP oraz
oktapeptydy: RPPGFSPL i DRVYIHPF. W przeciwienstwie do szczepu dzikiego, mutant opt1A
opt2A opt3A nie wykazywal wzrostu w tak skomponowanych podtozach. Poza heptapeptydem
DRVYIHP, pozostate peptydy nie wymagaty trawienia przed pobraniem. Dodatek pepstatyny A
(inhibitor Sap odpowiedzialnych za zewnatrzkomérkowa proteolityczng aktywnos¢ C. albicans)
nie wptywatl na wzrost SC5314 (hamowat catkowicie wzrost w podtozu YCB-BSA) oraz sap2A
(ReuB3 i Morschhiuser, 2006). Badania grupy Morschhiusera wykazaty, ze komorki grzybowe
C. albicans SC5314 sg zdolne do pobierania oligopeptydow o dlugosci nawet do o$miu

aminokwasow.
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Biorac pod uwage perspektywy wykorzystania nosnikow peptydowych w projektowaniu
prolekow nalezaloby pozna¢ sposoby regulacji permeaz peptydowych, czynniki wplywajace na

ich ekspresje oraz mechanizmy indukowania opornosci na peptydowe proleki.

2.4.2.3 Regulacja dziatania permeaz peptydowych

System transportu peptydow w komoérkach grzybowych jest regulowany przede
wszystkim przez szlaki metabolizmu zwigzkoéw azotu (Basrai i in. 1995), jednak ich dziatanie
moze by¢ rowniez zalezne od temperatury, pH i obecnosci glukozy. Island i wspotpracownicy
badajac system transportu dipeptydow u S. cerevisiae, zaobserwowali, Ze jest on indukowany
przez $ladowe ilosci aminokwasow. Zauwazyli oni roéwniez, ze obecno$¢ niektorych
aminokwasow zwieksza wrazliwo$¢ S. cerevisiae na testowane toksyczne dipeptydy. Za
zaobserwowang wrazliwo$¢ moga by¢ odpowiedzialne zmiany na poziomie transportera, czyli
roznice dotyczace regulowania jego aktywnosci, badz hydrolizy peptydow przeciwgrzybowych
o roznorodnej budowie tancucha. Zespot Islanda poréwnal réwniez szybko$¢ transportu
trimetioniny hodujac S. cerevisiae w podtozu z proling, glutaminianem sodu lub siarczanem
amonu. Komoérki inkubowane w podtozu z proling pobieraty tripeptyd zdecydowanie szybciej niz
te, ktore mialy do dyspozycji glutaminian sodu lub siarczan amonu jako zrédto azotu (Island i in.
1987). Jony amonowe prowadza do represji azotowej i zmniejszenia szybko$ci transportu
peptydow do wnetrza komorek grzybowych. Nisbet i Payne, zaobserwowali, ze komorki
S. cerevisiae hodowane w podtozu z proling byty zdolne do transportu peptydu dziesigciokrotnie
szybciej w poréwnaniu do hodowli w podtozu z siarczanem amonu (Nisbet i Payne, 1979).

Yadan i wspotpracownicy w swoich badaniach zauwazyli, ze szybko$¢ pobierania
trimetioniny jest zdecydowanie nizsza w podtozu bogatym niz w podtozu minimalnym (Yadan
i in. 1984). Podobnie grupa Beckera - zaobserwowala, ze aktywno$¢ polioksyn jest znacznie
nizsza w podtozu bogatym w peptydy niz w podtozu minimalnym (Becker i in. 1983). Ponadto,
wrazliwo$¢ na toksyczne tetra- i pentapeptydy wydaje si¢ nie by¢ podatna na zrodito azotu
dostepne w podtozu czy na indukcje wywolang obecnoscia aminokwasow (Basrai i in. 1992).

Island i wspotpracownicy wysuneli hipotezg, ze u podstaw indukowania transporteréw
dipeptydowych i generowania wrazliwosci na toksyczne peptydy niekoniecznie musi znajdowac
sie¢ ogolny wplyw zrodla azotu, lecz raczej dzialanie specyficznego czujnika metabolicznego,
ktéry moze odpowiada¢ za natychmiastowa synteze dodatkowej permeazy, badz niezbednego
sktadnika juz istniejacej permeazy peptydowej lub prowadzi¢ do modyfikacji transportera (Island
iin. 1987). Wciaz jednak nie dysponuje si¢ wystarczajaca liczba danych by potwierdzi¢ istnienie
zaproponowanego przez badaczy induktora, jak réwniez doktadnie okresli¢ role sktadnikow

pokarmowych w regulacji pracy transporterow peptydowych.
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Lemner i Goldman zauwazyli, ze oligopeptydy o dlugosci przynajmniej o$miu reszt
aminokwasowych w tancuchu wywotuja ekspresj¢ proteinaz i zaproponowali, Ze moga by¢ one
wykrywane przez specyficzne receptory znajdujgce si¢ na powierzchni komorki, ktore
uruchamiajgc szlak sygnalny, prowadzg do ekspresji proteinaz (Lerner i Goldman, 1993). Do
zblizonych wnioskow doszli Reull i Morschhiuser twierdzac, ze oligopeptydowe transportery
oprocz funkcji jakg petnig w transporcie peptydow moga stuzy¢ jako czujniki, ktére w obecnosci
peptydow aktywuja szlak prowadzac do indukcji ekspresji SAP2 (Reuf3 i Morschhéuser, 2006).
Podobny mechanizm rozpoznawania sktadnikow pokarmowych zostal opisany w przypadku
innych transporterow wystepujacych w komorkach drozdzy m.in. permeazy amonowej Mep2
(Lorenz i Heitman, 1998), transporterow glukozy Snf3 i Rgt2 (Ozcan i in. 1996), ogolnej
permeazy aminokwasowej Gapl (Donaton i in. 2003) oraz homologu permeazy aminokwasowej
Ssyl (Klasson i in. 1999). Rola wymienionych transporterow (Rgt2, Snf3, Ssy1) ogranicza si¢ do
funkcji sensorow (Reul3 i Morschhiuser, 2006).

Regulacje pracy permeaz na poziomie ekspresji genow zbadali Morschhiuser
i wspolpracownicy. W obecnosci wystarczajacej ilosci tatwo przyswajalnego zrodta azotu, jak na
przyktad soli amonowych lub aminokwasow, ekspresja transporteréw (OPT) i enzyméw
niezbednych do utylizacji alternatywnych zrodet azotu (SAP2) zostaje zahamowana nawet
W obecnosci biatek. Za represje ta odpowiada regulacja ekspresji STP1 w obecnosci jonu
amonowego, glutaminy lub mocznika. Komorki C. albicans posiadaja dwa transportery, Mep1
i Mep2, odpowiedzialne za transport jonu amonowego. Mep2 bierze udzial w pobieraniu
preferowanego zrodla azotu, jonu amonowego oraz wywoluje zmiang fenotypu. Ekspresja MEP2
jest regulowana przez czynniki transkrypcyjne takie jak GATA, Gatl i GIn3. Wymienione
czynniki transkrypcyjne kontrolujg rowniez ekspresj¢ proteazy aspartylowej, Sap2, ktéra ma
miejsce gdy biatka sa jedynym dostepnym zrédlem azotu. Doktadniej, Gatl i GIn3 reguluje
ekspresje genu STP1, ktory koduje aktywowany proteolitycznie czynnik transkrypcyjny, ktory
zkolei bierze udzial w ekspresji genu SAP2 i gendéw transporterow oligopeptydowych
(Morschhauser, 2011). Komorki C. albicans moga wykorzystywac biatka jako zrodto azotu dzigki
produkeji proteaz aspartylowych, Sap (Staib, 1965). Aktywno$¢ Sap jest niezbe¢dna, aby
indukowac¢ SAP2, rdwniez oligopeptydy uzyskane w wyniku aktywnosci Sap sg prawdopodobnie
induktorami ekspresji SAP2 (Staib i in. 2002). Opisany wyzej sposob regulacji gendéw
transporterow oligopeptydowych i innych genow zwigzanych z wykorzystywaniem zrodet azotu

przez komorki C. albicans zostat przedstawiony na rys. 4.
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Rys. 4  Kontrola ekspresji MEP2 i SAP2 przez czynniki transkrypcyjne GATA, Gatl i GIn3.
Na podstawie: Morschhéuser, 2011.

Praca permeaz PTR, szczegélnie Ptr2, jest prawdopodobnie regulowana w podobny
sposob, a mianowicie w oparciu o Stpl i Stp2 (Ljungdahl, 2009). Zaobserwowano, ze
u S. cerevisiae, obecno$¢ aminokwasow i dipeptydéw pozwala na aktywacje szlaku sygnalnego,
w efekcie umozliwiajac komorce pobieranie dipeptydow. Indukcja PTR2 wymaga aktywnosci
Ssyl — biatka petnigcego role detektora zewnatrzkomoérkowej puli aminokwasow — a takze
aktywnosci ogdlnego transportera aminokwasoéw Gapl. Dodatkowo, ilo$¢ i aktywnos$¢ permeazy
PTR2 jest regulowana przez aktywnos¢ ligazy ubikwitynowej UBR1, aktywowanej przez
niektore dipeptydy, ktora degraduje biatko CUP9, bedace transkrypcyjnym represorem genu
PTR2 (Xiai in. 2008).

2.4.2.4 Koncepcja peptydowego nosnika inhibitora enzymatycznego

Powszechne wystepowanie permeaz oligopeptydowych w komoérkach drobnoustrojow
oraz ich szeroka strukturalna specyficznos¢ zwrocily uwage na mozliwo$¢ transportu do wnetrza
komoérek peptydow o zmodyfikowanych tancuchach oraz wykorzystania peptydoéw jako
no$nikéw zwiazkow, ktore nie moga pokonac bariery btony komoérkowej. Dzieki odpowiednim
nos$nikom peptydowym zapewniajagcym dobrg wydajnos¢ transportu, mozna przenosi¢ zwiagzki
toksyczne dla komorek, co otwiera mozliwos¢ zaprojektowania szeregu potencjalnych lekow
przeciwgrzybowych. Do takich zwigzkoéw nalezg inhibitory enzymow zaangazowanych w wazne

dla zycia komorek grzybow szlaki metaboliczne.
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Koncepcja peptydowego nosnika inhibitora enzymatycznego, ktéra mozna nazwac
koncepcja konia trojanskiego (warhead delivery, illicit transport - Ames i in. 1973, portage
transport - Fickel i Gilvarg, 1973) opiera si¢ na kilku glownych zasadach:

a) inhibitor enzymatyczny, czesto pochodna aminokwasu, nie jest transportowany przez
specyficzne permeazy aminokwasowe ani na drodze dyfuzji,

b) wbudowanie inhibitora w strukture peptydu umozliwia jego wydajny transport przez mniej
specyficzne permeazy peptydowe,

c) koniugat no$nika peptydowego z inhibitorem zaraz po znalezieniu si¢ we wnetrzu komorki
zostaje rozczepiony przez wewnatrzkomorkowe permeazy (Logan i in. 1979), w wyniku
czego nastepuje uwolnienie inhibitora. Uwolniony w wyniku hydrolizy aktywny zwiazek nie
mogac opusci¢ komorki, gromadzi si¢ w jej wnetrzu wywotujac pozadany efekt, np. inhibicje
waznego dla zycia komoérki enzymu.

Zasady koncepcji peptydowego no$nika inhibitora enzymatycznego zostaly przedstawione

schematycznie na rys. 5.
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Rys. 5 Koncepcja nosnika peptydowego inhibitorow enzymatycznych.

Pionierami w badaniach wykorzystujacych koncepcje no$nika peptydowego byli Ames
wraz ze wspotpracownikami (Ames i in. 1973) oraz Fickel i Gilvarg (Fickel i Gilvarg, 1973),
ktorzy badali transport peptydéw do wnetrza komorek bakteryjnych, Escherichia coli oraz
Salmonella typhimurium, zawierajacych odpowiednio, O-fosforanu histydynolu i pochodne O-
fosforanu homoseryny. Mozliwos¢ wykorzystania peptydéow w racjonalnym projektowaniu
potencjalnych lekow przeciwgrzybowych zostala zaproponowana przez Lichlitera i jego
wspotpracownikow (Lichliter i in. 1976).

Znane s3 przyklady zwigzkéw pochodzenia naturalnego — antybiotykow, ktorych
mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego jest zgodny z opisang powyzej koncepcja. Do

takich zwiazkéw wykazujacych aktywnos$¢ przeciwgrzybowa naleza m.in.: (&) oligopeptydy
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zawierajace aminokwasowe inhibitory syntazy GlcN-6-P - tetaina (bacylizyna) (Borowski, 1952;
Chmara, 1985; Kenig i Abraham, 1976), Lindenbein (Molloy i in. 1972), antybiotyk CB-25-I
(Shoji i in. 1989) oraz chlorotetaina (Rapp 1 in. 1988a); (b) rhizoktycyny — fosfonowe
oligopeptydy zawierajace inhibitor syntazy treoninowej (Rapp i in. 1988Db).

Koncepcje konia trojanskiego wykorzystano miedzy innymi przy konstrukceji
syntetycznych oligopeptydéw, takich jak: peptydowe pochodne m-fluorofenyloalaniny
(Kingsbury i in. 1983), peptydowe pochodne 5-fluorocytozyny oraz 5-fluorouracylu (Ti i in.
1980; Kingsbury iin. 1984), tripeptydowe pochodne polioksyn (Naider iin. 1983), a takze
peptydowe pochodne FMDP (Andruszkiewicz i in. 1987; Andruszkiewicz i in. 1990, Milewski
iin. 1991a).

Opierajac si¢ na koncepcji nosnika peptydowego zostaly zsyntezowane koniugaty
peptydow z 5-fluorocytozyng oraz kwasem 5-fluoroorotowym (Ti i in. 1980), a takze 5-
fluorouracylem (Kingsbury i in. 1984). Dzigki badaniom z zastosowaniem znakowanej
radioaktywnie trimetioniny (Met-Met-Met) udowodniono, ze koniugaty peptydow ze zwigzkami
bedacymi analogami pirymidyny dostajg si¢ do wnetrza komorek grzybowych C. albicans za
pomocg permeaz peptydowych (Ti i in. 1980). Propozycja przylaczenia 5-florocytozyny do
roznych peptydow udowodnita, Ze przeniesienie zwigzku przeciwgrzybowego do wngtrza
komorek C. albicans jest mozliwe, jednak decydujacy jest sposéb ich polgczenia gwarantujacy
efektywne rozczepienie przez wewnatrzkomoérkowe peptydazy.

McCarthy i wspotpracownicy zaobserwowali, ze hydroliza wigzan peptydowych zalezy
w wigkszym stopniu od aktywno$ci aminopeptydaz niz od aktywno$ci karboksypeptydaz
(McCarhy i in. 1985b). Milewski i wspotpracownicy doszli do podobnych wnioskéw badajac
szybkos¢ hydrolizy peptydow z dotagczonym FMDP na N-koncu oraz na C-koncu. Udowodnili
rowniez, ze hydroliza peptydow zawierajaca FMDP na N-koncu nie jest konieczna dla wywotania
efektu inhibicji enzymatycznej, podczas gdy czasteczka FMDP musi zosta¢ uwolniona
w przypadku dipeptydow z FMDP na C-koncu (Milewski i in. 1991a). Dzigki badaniom
z zastosowaniem znaczonych izotopowo peptydow udowodniono, ze w koncepcji nosnika
peptydowego inhibitora enzymatycznego i jego przeciwgrzybowej aktywnosci, wigksza rolg
odgrywa szybko$¢ transportu koniugatu niz jego rozczepienie (McCarthy i in. 1985a).

Koncepcja peptydowych nos$nikow zwigzkow przeciwgrzybowych w tym inhibitorow
enzymatycznych moze odegra¢ istotng role w racjonalnym projektowaniu potencjalnych
chemoterapeutykéw. Aby mozliwe byto ustalenie struktury optymalnego nosnika peptydowego,

niezbedne jest poznanie substratowej specyficznosci permeaz peptydowych, PTR oraz OPT.
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Dzigki dotychczasowym badaniom uzyskano wiele informacji na ten temat:

a) permeazy peptydowe sa stereospecyficzne; preferuja oligopeptydy zbudowane z reszt
aminokwasowych o konfiguracji L. (Davies, 1980; Milewski i in. 1988a); dipeptydy
zawierajace aminokwasy o konfiguracji D s3 transportowane w niewielkim stopniu;

b) poszczegdlne sktadowe koniugatu powinny by¢ potaczone wigzaniem peptydowym (Davies,
1980),

C) przez permeazy najwydajniej transportowane sg peptydy zawierajace w swojej strukturze
czasteczki alaniny lub innych aminokwaséw alifatycznych; obecno$¢ w tancuchu
peptydowym aminokwasow o charakterze hydrofobowym zwigksza powinowactwo
peptydow do systemoéw transportowych, podczas gdy grupy o charakterze kwasowym lub
zasadowym utrudniajg transport (Logan i in. 1979; McCarthy i in. 1985b; Milewski i in.
1988a),

d) wolna N-terminalna grupa aminowa sprzyja wydajnemu transportowi; modyfikacje N-
terminalnej grupy a-aminowej takie jak N-acetylacja czy N-dialkilacja uniemozliwiaja
transport peptydu (Logan i in. 1979; Davies, 1980; Milewski i in. 1988a),

e) C-koniec moze by¢ w dowolny sposdob modyfikowany nie wplywajac na szybkos¢ transportu
(Davies, 1980); Lichliter i wspotpracownicy doszli na podstawie swoich badan do
przeciwnych wnioskow — C-koniec musi zosta¢ wolny, a N-koniec moze by¢ dowolnie
modyfikowany by transport przebiegal wydajnie (Lichliter i in. 1976),

f) dopuszczalne sa modyfikacje w strukturach bocznych tancuchow; tancuchy zawierajgce

analogi aminokwasow sg rowniez wydajnie transportowane (Davies, 1980).

2.5 Zjawisko opornosci na peptydowe zwigzki przeciwgrzybowe

W przeciwienstwie do antybiotykdéw i1 dostepnych lekow przeciwgrzybowych, ktorych
dziatanie ukierunkowane jest zazwyczaj na jeden cel molekularny w komoérce patogenu, naturalne
peptydy przeciwdrobnoustrojowe maja ztozony mechanizm dziatania i czesto oddziatuja w kilku
miejscach w komoérce w celu wywotania zamierzonego efektu. Dzigki takiemu mechanizmowi
mikroorganizmom patogennym zdecydowanie trudniej jest uzyska¢ oporno$¢ na skierowany
przeciwko nim peptyd przeciwdrobnoustrojowy.

Peptydy AMP oddziatujac z blong komorkowa lub/i z innymi mato specyficznymi celami
W komorce utrudniaja lub uniemozliwiajg patogennym drobnoustrojom wyksztatcenia
mechanizmoéw opornos$ci. Z uwagi na niskie prawdopodobienstwo wywotania opornosci peptydy
przeciwdrobnoustrojowe brane sa pod uwage w poszukiwaniu nowych zwiazkow aktywnych
przeciwbakteryjnie czy przeciwgrzybowo bedacych alternatywa na antybiotykow. Cecha ta, obok
szerokiego spektrum aktywnos$ci, ztozonego mechanizmu i szybkiego czasu dzialania stanowi

istotne zalety tej grupy zwigzkow.
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Jednak zjawisko opornosci na peptydowe zwiazki przeciwgrzybowe jest prawdopodobne
i nie mozna go zupetlnie wykluczy¢. Mechanizmy opornosci czy chocby mechanizmy
pozwalajace na ograniczenie aktywnos$ci lub ilosci AMP moga polega¢ na modyfikacji struktur
scian i bton komoérkowych, wigzaniu peptydow przez sktadniki otoczki bakteryjnej, modyfikacji
struktury lipopolisacharydow blony komoérkowej bakterii gram-ujemnych, redukcji ujemnego
fadunku zewnetrznej blony komoérkowej, regulacji sktadu fosfolipidow czyli plynnosci btony
komoérkowej, wykrywaniu obecnosci peptydow w §rodowisku i regulacji ekspresji genow
ukierunkowanej na modyfikacje strukturalng produktu ekspresji — celu molekularnego, a takze
produkcji enzymow gwarantujacych efektywng degradacje proteolityczng toksycznych peptydow
(Bradshaw, 2003; Yeaman i Yount, 2003; Zaiou, 2007). W badaniach Gyurko
I wspolpracownikow, badacze uzyskujac mutanty odporne na histatyng-5 zaobserwowali, ze za
zjawisko opornosci odpowiadaja mutacje w mitochondrialnym DNA prowadzace do
zmniejszonej wrazliwos$ci na ta grupe peptydow (Gyurko i in. 2000). Powstawanie opornosci
wérod mikroorganizmoéw nie ogranicza si¢ zatem jedynie do zmian w strukturze blony, ale
rowniez dotyczy bezposrednio celi molekularnych takich jak organelle komoérkowe.

Jak w przypadku wigkszo$ci substancji toksycznych, prawdopodobne jest wyksztatcenie
mechanizméw opornosci rowniez na peptydy zawierajace w swojej strukturze aminokwasowe
inhibitory enzymatyczne. Oporno$¢ moze dotyczy¢ celu molekularnego — w przypadku
peptydow-FMDP moze obejmowaé syntaze GIcN-6-P, mechanizméw zapewniajacych
aktywnos¢ proleku czyli systemu permeaz, a takze hydrolizy koniugatow wewnatrz komorki, co
moze obejmowaé zmian¢ spektrum substratowego permeaz czy ich specyficznosci. Zjawisko
oporno$ci specyficznej wobec oligopeptydow transportowanych przez permeazy jest dobrze
udokumentowane. Jego przejawem jest pojawianie si¢ kolonii komorek opornych wewnatrz stref
zahamowanego wzrostu na podtozu agarowym. Stwierdzono to migdzy innymi dla peptydow-
FMDP (Milewski i in. 1988a), natomiast molekularna istota tego zjawiska nie zostata dotychczas
poznana.

W celu ominigcia mechanizméw opornosci nos$niki peptydowe moglyby
prawdopodobnie przenosi¢ dwa lub wigcej zwigzkow toksycznych o odmiennych mechanizmach
dziatania i celach molekularnych. Obiecujace rezultaty moze przynies¢ réwniez stosowanie
terapii kombinowanych, juz istniejacych lekow z nosnikami peptydowymi zawierajacymi
inhibitor enzymatyczny. Oprocz zmniejszenia prawdopodobienstwa wystapienia mutacji, istnieje
mozliwo$¢ polepszenia rezultatdow tego typu terapii dzigki synergistycznemu dzialaniu

stosowanych chemoterapeutykow.
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2.6  Synergizm peptyddéw przeciwgrzybowych z innymi zwigzkami
przeciwgrzybowymi

Naturalne peptydy odpornosciowe oraz peptydy penetrujace moga znalez¢ zastosowanie
w terapiach kombinowanych umozliwiajacych uzyskanie lepszych efektow terapeutycznych przy
mniejszych dawkach uzytych w leczeniu lekow. AMP mogg by¢ stosowane rownolegle z innymi
lekami, dla uzyskania silniejszej i bardziej wydajnej odpowiedzi immunologicznej uktadu
obronnego organizmu gospodarza.

Warto zwroci¢ uwage na wyniki badan wyraznie ukazujace mozliwosci jakie niosg za
soba terapie kombinowane z wykorzystaniem zwiazkéw peptydowych. W latach 90. XX wieku
wykazano synergistyczne dziatanie dipeptydu nikkomycyny Z i lekow z grupy azoli: flukonazolu,
ketokonazolu i itrokonazolu wobec C. albicans (Milewski i in. 1991b; Li i Rinaldi, 1999). Kolejne
badania, polegajace na okresleniu wplywu aktywowanej laktoferyny na aktywno$¢ flukonazolu
oraz innych triazoli wykazaty ich dziatanie synergistyczne i grzybostatyczne wobec C. albicans
i C. glabrata (Wakabayashi i in. 1998; Naidu i in. 2004). Ponadto badania aktywnosci peptydu
Pep2 o sekwencji FKCRRWQWRM bedacego fragmentem laktoferyny wykazaty znaczne
dziatanie synergistyczne przeciw C. albicans w przypadku kombinacji z AmB i mikonazolem
(Ueta i in. 2000). Rowniez nowy dodekapeptyd o sekwencji RWWRwfIfHWRW-NH;
najsilniejsze dziatanie synergistyczne wykazywat z flukonazolem, mniejsze z 5-fluorocytozyna,
a w kombinacji peptydu z AmB, zaobserwowano zmniejszenie efektu grzybobodjczego
(Duggineni i in. 2007; Kuipers i in. 1999). Zastosowanie zsyntezowanych de novo peptydoéw VS2
1 VS3 majacych doskonate wlasciwosci grzybobdjcze i flukonazolu pozwolito na uzyskanie
efektywniejszego dziatania przeciwgrzybowego (Maurya i in. 2011). Bardzo cickawa wydaje si¢
propozycja projektowania koniugatow krotkich peptydow z lipofilowymi zwigzkami takimi jak
witamina E 1 cholesterol w celu zwigkszenie aktywno$ci koniugatu, a takze uzyskanie
synergistycznego dziatania z innymi lekami np. AmB (Arnusch i in. 2012).

Naturalne peptydy odpornosciowe, a w szczegolnosci peptydy penetrujace daja
mozliwos$ci ograniczenia czy nawet zniesienia opornosci wielolekowej komorek grzybowych,
zjawiska, ktory stanowi niezmiennie istotny problem w leczeniu infekcji wywolanych przez
grzyby z rodzaju Candida. Badania aktywnosci AmB i itrakonazolu w obecnosci dwoch
peptydow: Pep2 i histatyny-5 pozwolily na zaobserwowanie obnizonej aktywnosci pomp
wyrzucajacych ksenobiotyki typu ABC poprzez zmniejszenie ilosci ATP w komorce C. albicans
na drodze tworzenia kanatdéw anionowych. Stosowanie peptydow takich jak Pep2 i histatyna-5
razem z lekami bgdacymi substratami pomp CDRI1p i CDR2p pozwoli na uniemozliwienie
komorce uzyskania wielolekoopornosci i usunigcia gromadzonego w komoérce zwiagzku
przeciwgrzybowego (Tanida i in. 2005). Kolejng zaproponowang strategia pozwalajacg na

ograniczenie zjawiska opornosci jest projektowanie inhibitorow pomp typu ABC tzw. TMPM
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(ang. transmembrane peptide mimics). W badaniach Maurya i wspotpracownikow z szeregu
zsyntezowanych TMPM, a doktadniej TMPMS8 efektywnie wptywat na aktywnos¢ flukonazolu
wobec wielolekoopornych komorek C. albicans (Maurya i in. 2013).

2.7 Mozliwosci 1 ograniczenia wykorzystania AMP 1 CPP
w chemoterapii przeciwgrzybowej

Kationowy charakter AMP i CPP umozliwia oddziatywanie z kwasami nukleinowymi,
czy innymi transportowanymi czasteczkami o ujemnym tadunku, co stwarza mozliwosé
wykorzystania ich jako nosnikow. Peptydy mozna zatem taczy¢ wigzaniami kowalencyjnymi lub
oddzialywaniami elektrostatycznymi z transportowang czasteczka, ktorej transport przez blony
komoérkowe bez ich udziatu bytby niemozliwy lub mato wydajny.

Mimo niewielkich wielko$ci, AMP i CPP sg w stanie transportowac¢ czasteczki znacznie
przekraczajace swoje rozmiary (nawet stukrotnie), utatwiajac transfer wysokoczasteczkowych
lekow i innych bialek, a takze kwasow nukleinowych np. dsDNA, siRNAs, aptamerow,
antysensowych oligonukleotydow (Eiriksdottir i in. 2004). Zaproponowano dotychczas wiele
sposobow transportu tego typu substancji do wnetrza komorek takich jak elektroporacja czy
wykorzystanie liposoméw. W przeciwienstwie do peptydow penetrujacych, niektore ze znanych
metod wprowadzania np. kwaséw nukleinowych do komorki wiazg si¢ niestety z niepozadanymi
efektami ubocznymi i ograniczeniami w stosowaniu in vivo. Nosniki CPP sg uwazane jako
jedyny, obok wektorow wirusowych, sposob transportu substancji do komoérek in vivo bez
naruszania bton biologicznych (Mé#e i Langel, 2006; Mi i in. 2000). Do ich zalet nalezg m.in.
wydajny transport w warunkach in vivo, mozliwoé¢ dotarcia do jadra komorkowego, mozliwosé
ich wykorzystania we wszystkich typach komoérek, brak immunogenicznosci, jak rowniez brak
ograniczenia rozmiaru przenoszonego tadunku (Lundberg i Langel, 2003).

Pierwsze wzmianki o wykorzystaniu CPP jako no$nikow zwiazkéw do komorek pojawity
sie w latach 90. XX wieku, kiedy zastosowano koniugat penetratyny z antysensowym DNA do
regulacji amyloidalnych biatek prekursorowych (Allinquant i in. 1995), a takze kiedy
zastosowano koniugat transportanu z PNA do regulacji receptorow galaninowych (Pooga i in.
1998). Mozliwosci transportu nanoczastek, biatek, liposoméw i kwasow nukleinowych zostaty
wykazane in vitro i in vivo dla najlepiej scharakteryzowanych peptydow takich jak Tat HIV-1,
penetratyny i peptydu Pep-1 (Joliot i Prochiantz, 2004; Heitz i in. 2009).

Oprocz wiasciwosci transportowych, naturalne peptydy odpornosciowe oraz peptydy
penetrujace stanowig bogate zrodlo potencjalnych chemoterapeutykow przeciwgrzybowych,
jednak ich praktyczne wykorzystanie i wprowadzenie na rynek wigze si¢ z szeregiem istotnych
ograniczen. Nalezy tu wymieni¢ przede wszystkim: wrazliwo$¢ na degradacje proteolityczna,
niskg biodostepnos¢, charakter biatka utrudniajgcy resorpcje z przewodu pokarmowego przy

podaniu doustnym, dezaktywacja w surowicy, wrazliwo$¢ na pH $rodowiska, nizsza aktywnos¢
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w obecnosci soli oraz kationdw magnezu, wapnia i zelaza, toksyczno$¢ wobec komorek
eukariotycznych, a takze mozliwo§¢ wywotania alergii (Bellamy i in. 1993; Bradshaw, 2003;
Gordon i in. 2005).

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe posiadaja rowniez ograniczenia dotyczace wzgledow
ekonomicznych. Przeszkoda sa przede wszystkim wysokie koszty produkcji preparatow
peptydowych, jak rowniez niska trwato$¢ produktu podczas przechowywania gotowego preparatu
(Bradshaw, 2003).

Warto zwrdci¢ uwageg, na fakt, ze naturalne peptydy penetrujace sa cze$cia uktadu
odpornosciowego moga by¢ toksyczne wobec komorek eukariotycznych. Cytotoksyczno$¢ moze
by¢ oparta na dezintegracji bton biologicznych, a takze wptywaniu na funkcjonowanie biatek
btonowych. Cytotoksyczno$¢ zalezy przede wszystkim od sekwencji aminokwasowej, struktury
drugorzedowej oraz od wypadkowego tadunku peptydu (Lundberg i Langel, 2003).

Istotnym zagadnieniem w aspekcie zastosowania peptydoéw jako potencjalnych lekow jest
uzyskanie wysokiego i jednocze$nie nietoksycznego dla komorek gospodarza stgzenia aktywnego
zwigzku w zakazonej tkance. W organizmie producenckim poziom naturalnych peptydow
odpornosciowych jest $cisle kontrolowany na przyktad dzigki magazynowaniu peptyddéw
w granulocytach, jak w przypadku defensyn i katelicydyn czy syntezie nietoksycznych,
nieaktywnych form wymagajacych enzymatycznej aktywacji. Taki mechanizm limitujacy
stezenie AMP jest wykorzystywany w przypadku katelicydyn (Gordon i in. 2005).

Z uwagi na liczne ograniczenia o réznorodnym charakterze, ale i ogromny potencjat
zastosowania AMP i CPP w terapii genowej czy projektowaniu nowych lekéw
przeciwnowotworowych i przeciwdrobnoustrojowych, hiezbedne sg dalsze badania
ukierunkowane na opracowanie nowych metod przechowywania preparatow peptydowych,
syntezg bardziej stabilnych analogéw zwiazkoéw peptydowych, a takze analogow o zwiekszonych
wilasciwosciach farmakokinetycznych. Wiaczenie w tancuch peptydowy niestandardowych
aminokwasow pozwolitoby na zminimalizowanie wplywu degradacji enzymatycznej na
aktywnos$¢ peptydowych lekow. Optymalizacja metod otrzymywania i oczyszczania preparatow
umozliwitaby zmniejszenie kosztow produkcji, natomiast biosynteza i zastosowanie technik
rekombinantowych mogloby pozwoli¢ na wielkoskalowa produkcje lekéw peptydowych
(Bradshaw, 2003).

Mimo szeregu ograniczen wykorzystania peptydow przeciwdrobnoustrojowych
w medycynie, niektore z naturalnych peptydéw odpornosciowych weszty do badan klinicznych,
jednak zaden AMP nie zostal dotychczas zarejestrowany przez FDA (Fjell i in. 2012, Gordon i in.
2005).
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AMP o aktywnosci przeciwgrzybowej znajdujace si¢ w badaniach klinicznych to miedzy innymi:

— hLF1-11 (GRRRRSVQWCA, AM-Pharma) to kationowy peptyd, fragment laktoferycyny
0 dtugosci 11 reszt aminokwasowych. Moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu infekcji
grzybowych u pacjentow po przeszczepach krwiotworczych komoérek macierzystych.
Znajduje si¢ w Il fazie badan klinicznych (NCT00509938). Co wigcej hLF1-11 dziata
przeciwgrzybowo wobec komorek C. albicans opornych na flukonazol. Zaobserwowano
réwniez synergizm hLF1-11 i flukonazolu (Lupetti i in. 2003).

- PAC-113 (P-113, AKRHHGYKRKFH, Pacgen Biopharmaceuticals) jest syntetycznym
peptydem, pochodng histatyny-5 (cze$¢ 4-15 sekwencji aminokwasowej). Moze znalez¢é
zastosowanie w leczeniu kandydoz jamy ustnej. Znajduje si¢ w IIb fazie badan klinicznych
(NCT00659971). Co wigcej PAC-113 dziata przeciwgrzybowo wobec komorek C. albicans
i C. glabrata opornych na flukonazol (Rothstein i in. 2001).

— CZEN-002 (CKPV-CKPV, Zengen) jest dimerem sktadajacym si¢ z o§miu aminokwasow,
peptydowa pochodna hormonu stymulujacego o-melanocyty, o-MSH. Aktywnosé
przeciwgrzybowa CZEN-002 opiera si¢ na innych niz zazwyczaj mechanizmach dziatania
AMP, mianowicie powoduje zwigkszenie ilo§ci cAMP (cykliczny adenozyno monofosforan)
w komorkach C. albicans Moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu kandydoz pochwy. Ma

dziatanie przeciwzapalne. Znajduje si¢ w IIb fazie badan klinicznych (Cutuli i in. 2000).

2.8 Aminokwasowe inhibitory enzyméw wystepujacych w komorkach

grzybowych
2.8.1 Analogi glutaminy — inhibitory syntazy GIcN-6-P

Inhibitory enzymow zaangazowanych w biosynteze sktadnikow $ciany komorkowej
grzybow, biorgc pod uwage ich wykorzystanie w racjonalnej chemioterapii, stanowia obiecujaca
grupe zwiazkdéw. Selektywnos$¢ dziatania inhibitorow moze by¢é uzyskana dzigki réznym
strategiom m.in. w oparciu o rdznice w budowie iwlasciwo$ciach enzyméw grzybowych
i ludzkich, uzyskiwanie formy aktywnej dopiero we wnetrzu komorek grzybowych, hamowaniu
enzymu wystepujacego jedynie u grzybow lub tez transportu potencjalnego inhibitora jedynie do
komoérek grzybowych.

Sciana komérek grzybowych zbudowana jest glownie z polisacharydéw — polimerow
mannozy oraz D-glukozy potaczonych z biatkami (odpowiednio, mannoproteiny i glikany) — jak
réwniez z homopolimeru N-acetyloglukozoaminy, chityny (Bowman i Free, 2006). Schemat

biosyntezy UDP-GIcNAc, prekursora chityny i mannoprotein, zostal przedstawiony ponizej
(rys. 6).
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Rys. 6 Schemat szlaku biosyntezy UDP-GICNAC jako prekursora chityny i mannoprotein,

sktadnikoéw $ciany komoérkowej grzybow.

Wsrdd chemoterapeutykow przeciwgrzybowych stosowanych w praktyce klinicznej
znajdujg sie¢ pochodne echinokandyn, inhibitory syntazy B-(1,3)-D-glukanu. Spore nadzieje
zwigzane sg z inhibitorami syntazy chitynowe;j (polioksyny, nikkomycyny).

Jednym z najlepiej opisanych enzyméw uczestniczacych w biosyntezie $ciany
komorkowej, jednoczesnie bedacym obiecujagcym celem molekularnym dla nowych lekow
przeciwgrzybowych jest syntaza glukozamino-6-fosforanu (L-glutamina: D-fruktozo-6-fosforan
amidotransferaza, EC 2.6.1.16). Syntaza GIcN-6-P jest kluczowym enzymem w biosyntezie
aminocukrow, katalizuje pierwszy etap szlaku biosyntezy UDP-N-acetyloglukozoaminy, UDP-
GlcNAc (oznaczony przerywang linig na rys. 6). Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntazg
obejmuje transfer grupy aminowej z amidu, L-glutaminy na fruktozo-6-fosforan czyli hydrolize
L-glutaminy, przebiegajaca typowo dla amidotransferaz oraz izomeryzacje utworzonego
fruktozoimino-6-fosforanu do glukozamino-6-fosforanu. Produkt, GICN-6-P jest przeksztatcony
w kolejnych trzech etapach w UDP-GIcNAc. UDP-GIcNAC jest jednym z gtéwnych substratow
w biosyntezie mannoprotein i chityny u grzybéw, peptydoglikanu u bakterii oraz glikoprotein
u ssakow (Milewski, 2002; Wojciechowski i in. 2005).

Aminocukry wystepuja w makroczasteczkach zaréwno komorek eukariotycznych jak
i prokariotycznych, jednak zahamowanie biosyntezy powoduje odmienne skutki. Enzym, syntaza

GIcN-6-P wystepuje rowniez w komorkach ssakow jednak dziatanie inhibitoréw tego enzymu nie
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wywotuje efektow toksycznych dla cztowieka. Wskutek inhibicji syntazy GIcN-6-P maja miejsce
zmiany morfologiczne, aglutynacja i w konsekwencji liza komorek grzybowych (Milewski i in.
1988b; Milewski i in. 1991a). W przypadku komorek ssakow — skutki dziatania inhibitorow
enzymatycznych sa niegrozne dzigki dluzszemu cyklowi zyciowemu oraz szybszej ekspresji
genow kodujacych enzymy (Bates i in. 1966).

Dzicki prowadzonym od lat badaniom znane jest spektrum substratowe enzymu.
Substratami syntazy GIcN-6-P jest fruktozo-6-fosforan oraz L-glutamina. Z uwagi na udziat
fruktozo-6-fosforanu w wielu reakcjach enzymatycznych nie wydaje si¢ sensowne zastosowanie
inhibitorow syntazy GIcN-6-P bedacych strukturalnymi analogami tego substratu. Znane sa
natomiast analogi strukturalne drugiego substratu, L-glutaminy, ktore sa specyficznymi
inhibitorami enzymu. Nadzieje wigze si¢ takze z analogami stanu przejSciowego reakcji
katalizowanej przez syntazg GlcN-6-P (Milewski, 2002).

Przyktadem inhibitora syntazy GIcN-6-P  jest antykapsyna, czyli L-B-(2,3-
epoksycykloheksanon-4)-alanina, bedaca C-koficowym epoksyaminokwasem antybiotyku
tetainy, L-alanylo-L-B-(2,3-epoksycykloheksanon-4)-alaniny (Chmara, 1985). Struktura tetainy

zostata przedstawiona ponizej (rys. 7).

H,N

Rys. 7 Wzoér strukturalny tetainy (bacylizyny).

Tetaina (inna nazwa: bacylizyna) jest produkowana przez Bacillus subtilis (Kenig i Abraham,
1976) oraz Bacillus pumilus (Borowski, 1952). Zsyntezowane dotychczas pochodne tetainy
okazaly si¢ mniej aktywne niz wyjsciowy zwigzek. Tetaina ma szerokie spektrum dziatania
obejmujace bakterie gram-dodatnie i gram-ujemne, a takze grzyby z gatunku C. albicans (Kenig
i Abraham, 1976; Milewski i in. 1983).

Kolejnym zwigzkiem hamujacym aktywnos$¢ syntazy GIcN-6-P jest N-koncowy
aminokwas  antybiotyku  N3-fumaramoilo-L-2,3-diaminopropanylo-L-alaniny, Lindenbein
(A 19006, rys. 8), kwas N3-fumaramoilo-L¢-2,3-diaminopropanowy (FCDP). Uwolniony
z koniugatu FCDP dziata analogicznie do opisanej wyzej antykapsyny, jest silnym inhibitorem
syntazy GIcN-6-P. Lindenbein zostat wyizolowany z hodowli Streptomyces collinus A 19006
(Molloy i in. 1972).
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Rys. 8 Wzor strukturalny dipeptydu Lindenbein (A 19006).
W efekcie wieloletnich badan w Katedrze Technologii Lekow i Biochemii WCH PG
w oparciu o strukture zwigzku Lindenbein zsyntezowano szereg analogéw L-glutaminy bedacych
skutecznymi inhibitorami syntazy GIcN-6-P. Najwyzszg aktywno$cig odznaczat si¢ kwas N*-(4-
metoksyfumarolilo)-L-2,3-diaminopropanowy (FMDP), ktorego struktur¢ przedstawiono na
rys. 9 (Andruszkiewicz i in. 1987; Milewski i in. 1991a). Z uwagi na strukturalne podobienstwo
do L-glutaminy, FMDP jest kompetytywnym inhibitorem syntazy GIcN-6-P (rys. 9, po prawej).

(0] o}

NH,
O NH2

Rys. 9 Wzory strukturalne: FMDP (po lewej), L-glutaminy (po prawej).

FMDP i jego pochodne takie jak BADP inaktywuja syntaze GIcN-6-P, natomiast
w niewielkim stopniu hamujg wzrost komoérek grzybowych in vitro co jest spowodowane
utrudnionym transportem czasteczki inhibitora przez bton¢ komoérkowa (Andruszkiewicz i in.
1987). Aby rozwiazac ten problem zostaty zaproponowane dwie strategie.

Pierwsza strategia polegata na wykorzystaniu systemow transportu peptydow i wiaczeniu
czasteczki inhibitora, FMDP do struktury oligopeptydu. Strategia byta zgodna z koncepcja
peptydowego no$nika inhibitora enzymatycznego (koncepcja konia trojanskiego), opisang
w jednym z poprzednich podrozdziatow (podr. 2.4.2.4). Zaprojektowane i otrzymane di-
i oligopeptydy wykazywaty wysoka aktywno$¢ przeciwgrzybowa, szczegolnie Nva-FMDP i Lys-
Nva-FMDP (Andruszkiewicz i in. 1987; Andruszkiewicz i in. 1990).

Druga strategia zakladata zaprojektowanie pochodnych FMDP, ktore bylyby
transportowane na drodze dyfuzji do wnetrza komorek grzybowych. Zgodka i wspotpracownicy
otrzymali amidowe i estrowe pochodne FMDP (Zgodka i in. 2001a; Zgodka i in. 2001b).
Wigkszo$¢ pochodnych charakteryzowata si¢ wyzszymi niz wyjsciowy zwigzek wartoscia I1Cso
(Zgbédka 1 in. 2001a). Zaobserwowano, ze najaktywniejszy z nich, ester acetoksymetylowy
FMDP, oprécz dobrej zdolnos$ci do inhibicji syntazy GleN-6-P (1Csq zblizone do ICso FMDP), byt
transportowany do komorek grzybowych na drodze dyfuzji trzykrotnie szybciej niz FMDP,
a takze posiadat lepsza aktywnos$¢ przeciwgrzybowsg in vitro wobec C. albicans (Zgodka i in.
2001Db).
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2.8.2 APPA — inhibitor syntazy treoninowej

Ryzoktyny (ang. Rhizocticines) naleza do grupy fosfonowych antybiotykow o strukturze
dipeptydow (rys. 10). Zostaly wyizolowane z hodowli Bacillus subtilis ATCC 6633,
charakteryzuja si¢ aktywno$cia przeciwgrzybowa oparta o nicodwracalng inhibicje syntazy
treoninowej (Laber i in. 1994; Rapp i in. 1988b). Za inhibicj¢ enzymu odpowiada kwas (Z)-L-2-
amino-5-fosfono-3-pentenowy (APPA), ktory zostaje uwolniony ze struktury antybiotyku dzigki
aktywnos$ci wewnatrzkomorkowych peptydaz (Kugler i in. 1990; Laber i in. 1994). Opisany
mechanizm jest zgodny z zalozeniami koncepcji konia trojanskiego.

APPA jest rowniez C-koficowym aminokwasem innej grupy antybiotykow, tripeptydow,
plumbemycyn (ang. plumbemycins, np. plumbemycyna A i B, rys. 11) produkowanych przez
Streptomyces plumbeus. Ich mechanizm dziatania jest podobny do ryzoktyn, z uwagi na obecno$é¢

w strukturze APPA, ale wykazuja dziatanie przeciwbakteryjne (Park i in. 1977a; Park i in. 1977b).

0 = o
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H ! . E *HN
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Rys. 10 Wzory strukturalne ryzoktyny A (R=H), Rys. 11 Wzory strukturalne plumbemycyn
B (R=Val), C (R=lle) i D (R=Leu). A (R=0OH) i B (R=NH,).

2.8.3 Azoksybacylina — inhibitor enzymow szklaku biosyntezy metioniny

Azobacylina zostala wyizolowana z hodowli Bacillus cereus i posiada aktywnos¢
przeciwgrzybowg skierowang wobec grzybow z rodzaju Absidia, Aspergillus, Candida,
Microsporum i Trichophyton. Co wigcej azoksybacilina wykazuje aktywnos$¢ przeciwko
szczepom z gatunku C. albicans opornym na znane zwigzki przeciwgrzybowe (5-fluorocytozyna,

ketokonazol, flukonazol) (Aoki i in. 1994). Struktura azoksybaciliny zostata przedstawiona

s COOH
\N/ \/Y

NH>

ponizej (Rys. 12).

Z-—»0

Rys. 12 Wzor strukturalny azoksybaciliny.
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Azoksybacilina ogranicza dziatanie szlaku asymilacji jonow siarczynowych, poprzez
hamowanie indukcji reduktazy SOs, co zostalo stwierdzone dzigki badaniom stopnia
wbudowywania [*°S]-SO4 w struktury biatek (Aoki i in. 1995; Aoki i in. 1996).

Azoksybacilina jest pobierana do komodrek grzybowych na drodze transportu aktywnego
specyficznego dla metioniny (Aoki i in. 1995). Z uwagi na to, ze odnotowana obserwacja jest
podstawa opornosci grupa Aoki zaproponowata szereg pochodnych, estrow, ktére mimo
zachowanej aktywnos$ci przeciwgrzybowej, nie sa substratami permeaz aminokwasowych

dedykowanych dla metioniny (Aoki i in. 1995).

2.8.4 Cispentacyna — inhibitor syntazy lle-tRNA"®

Cispentacyna (BU-3201, BMY-28795) zostata wyizolowana z hodowli Bacillus cereus
L450-B2. Zwiazek jest cykliczna pochodna B-aminokwasu (Rys. 13) i charakteryzuje sie¢
aktywno$ciag skierowang przeciwko grzybom z gatunku C. albicans zarowno in vitro (wartosci
MIC w zakresie 6,3 — 50 pg/mL) jak i in vivo (infekcje ptuc i narzadow piciowych myszy), nie
wywolujac przy tym cytotoksycznosci w badanym zakresie stezen (Konishi i in. 1989; Oki i in.
1989).

2 OH
WNH; NH,

Rys. 13 Wz6r strukturalny cispentacyny.  Rys. 14 Wzér strukturalny ikofungipenu.

Cispentacyna dostaje si¢ do komoérek grzybowych dzigki obecnym w btonie komérkowe;j
permeazom aminokwasowym, na drodze procesu zaleznego od energii. Dzigki badaniu
aktywno$ci cispentacyny w obecnosci L-Pro i L-Leu i zaobserwowaniu braku transportu
cispentacyny w obecno$ci tych aminokwaséw udowodniono, ze zwigzek ten moze byc
przenoszony przez permeazy specyficzne L-Pro i L-Leu. Grupa Capobianco i wspotpracownikow
zaproponowala, ze mechanizm dzialania cispentacyny moze by¢ oparty na kilku celach
molekularnych (Capobianco i in. 1993). Przyjmuje si¢, ze cispentacyna i jej pochodne sg
inhibitorami syntazy lle-tRNA"® (EC 6.3.4.19), co skutkuje zahamowaniem syntezy biatek
w konsekwencji prowadzac do $mierci komorek grzybowych (Espinel-Ingroff, 2009; Ziegelbauer
i in. 1998).

Co ciekawe, grupa Wakiecia i wspOipracownikow zaobserwowata zmniejszong wrazliwosé

szczepéw MDR C. albicans GuS i B4 w poréwnaniu do wyjsciowych szczepdw, co wskazuje na
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to, ze cispentacyna jest substratem dla pomp warunkujacych wielolekoooporno$¢ (Wakiec 1 in.
2008).

Do grupy analogéw cispentacyny nalezy ikofungipen (BAY 10-8888, PLD-118, rys. 14),
ktory podobnie jak cispentacyna, wykazuje dobre dziatanie przeciwgrzybowe nie tylko in vitro,
ale rowniez w leczeniu kandydoz w warunkach in vivo (Ziegelbauer i in. 1998; Petraitiene i in.
2005). Co wigcej aktywno$¢ zwigzku in vivo jest duzo wyzsza niz w warunkach in vitro
(Hasenoehrl i in. 2006). Dziatanie przeciwgrzybowe tego zwiazku opiera si¢ tak jak cispentacyny
na hamowaniu aktywno$ci syntazy Ile-tRNA" (lle-tRNA'"), a otrzymane wartoéci MIC sg
zblizone, w zakresie 4 — 32 pg/mL (Hasenoehrl i in. 2006; Petraitiene i in. 2005). Ikofungipen

znajduje si¢ w drugiej fazie badan klinicznych (Hasenoehrl i in. 2006).

2.85 m-FPhe

Kingsbury 1 wspolpracownicy wykorzystali koncepcje nosnika peptydowego
w badaniach nad di- i tripeptydami zawierajacymi w swojej strukturze D-m-fluorofenyloalanine
i L-m-fluorofenyloalaning. Koniugaty z pochodng o konfiguracji L wykazaly aktywno$é
przeciwgrzybowa wobec C. albicans na poziomie 0,5 do 63 pg/mL (w zaleznosci od testowanego
szczepu i wybranego nosnika peptydowego). Najnizsze warto$ci MIC otrzymano dla tripeptydu
L-m-FPhe-L-Ala-L-Ala. Wolna pochodna L-m-FPhe, jak rowniez koniugaty zawierajace
pochodng o formie D, nie wykazaly aktywnosci w badanym zakresie st¢zen (do 250 pg/mL).
Uzyskana wysoka warto§¢ MIC prawdopodobnie wiaze si¢ ze stereospecyficznoscig permeaz
peptydowych, nieefektywnym rozczepieniem koniugatow wewnatrz komorki i w konsekwencji

brakiem uwolnionej prawidtowej formy aktywnego zwigzku (Kingsbury i in. 1983).

2.8.6 RI-331 — inhibitor dehydrogenazy homoserynowej

Zwiazek znany z literatury jako antybiotyk RI-331 (kwas (S)-2-amino-5-hydroksy-4-
oksopentanowy, rys. 15) zostal wyizolowany z hodowli Streptomyces spp. (Yamaguchi i in.
1988).

HO OH

0
Rys. 15  Wzor strukturalny RI-331.

Yamaguchi i wspolpracownicy wykazali aktywno$¢ przeciwgrzybowa RI-331 wobec
C. kefyr (6.25-12.5 pg/mL), C. glabrata (50-100 ug/mL), C. albicans (100-400 pg/mL, >400
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ng/mL), C. tropicalis (25 pg/mL, >400 pg/mL), natomiast brak efektu grzybobojczego wobec
C. parapsilosis (>400 pg/mL) (Yamaguchi i in. 1988).

Badacze zaobserwowali rowniez duzy wptyw tego zwigzku (15 pg/mL) na biosynteze
treoniny, metioniny i izoleucyny i mniejszy wptyw na produkcje¢ histydyny i proliny w komoérkach
S. cerevisiae. Dodatek tych aminokwasow niwelowal wplyw RI-331 na wzrost komoérek
grzybowych. Najwickszy efekt zostat uzyskany w przypadku obecno$ci homoseryny w podiozu
hodowlanym, co pozwolito na wysunigcie wniosku o inhibicji enzymu, dla ktorego substratem
jest ten aminokwas. R1-331 jest analogiem L-homoseryny i prowadzi do inhibicji dehydrogenazy
homoserynowej katalizujacej jeden z etapoéw szlaku biosyntezy aminokwasow (Yamaguchi i in.
1990). Dzigki takiemu mechanizmowi dziatania RI-331 pozostaje nietoksyczny wobec komorek
ssaczych i efektywnie leczy kandydoze wywotang u myszy (Yamaguchi i in. 1988).

Jako analog aminokwasu, RI-331 moze zosta¢ wykorzystany do konstrukcji, zgodnie
z koncepcja konia trojanskiego, oligopeptydow o potencjalnie wyzsze] aktywnosci

przeciwgrzybowej niz wyjsciowy antybiotyk.
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3. CZESC DOSWIADCZALNA

3.1 Szczepy drobnoustrojow

W badaniach wykorzystano szczepy referencyjne drozdzakow z rodzaju Candida, szereg
mutantow szczepu C. albicans SC5314 z usunigtymi poszczegdlnymi genami oraz grupami
genow permeaz peptydowych (ReuB i Morschhéuser, 2006), a takze wielolekooporne szczepy
Kliniczne C. albicans B4, Gu5 i ich szczepy wyjsciowe B3 i Gu4 (Franz i in. 1998; Franz i in.
1999). Szczepy kliniczne zostaly wyizolowane odpowiednio na poczatku terapii — fenotypy
wrazliwe (Gu4, B3) oraz na koncu terapii flukonazolem — fenotypy oporne (Gu5, B4). Oporno$é
szczepu GuS5 jest spowodowana nadekspresja pomp wielolekowych nalezacych do rodziny ABC,
CDR1p i CDR2p, a oporno$¢ szczepu B4 nadekspresja pompy z rodziny MFS, MDR1p (Franz
i in. 1998; Franz i in. 1999). Wykorzystane szczepy przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2 Szczepy referencyjne, mutanty delecyjne i szczepy kliniczne wykorzystane w badaniach.

Zrodto .
Nazwa Genotyp pochodzenia Literatura
Candida albicans ATCC Szczen dziki ATCC, izolat i
10231 P Kliniczny
C. krusei DSM 6128 Szczep dziki DSM, izolat ]
kliniczny
C.glabrata DSM 11226 | Szczep dziki DSM, izolat ]
kliniczny
C. parapsilosis DSM 5784 | Szczep dziki DSM izolat -
kliniczny
C. albicans SC5314 Szczep dziki AT?C, izolat -
kliniczny
C. albicans opt1A optlA
C. albicans opt2A opt3A Opt2A opt3A
C. albicans opt4A opt4A
C. albicans opt5A Opt5A
C. albicans opt6A opt6A mutant szczepu | ReuB i Morschhiuser,
- C. albicans 2006
C. albicans opt7A opt7A SC5314
C. albicans opt8A opt8A
. i Optl1A opt2A opt3A optdA
C. albicans optl-opt5A opt5A
C. albicans ptr2A ptr22A ptr2A ptr22A
C. albicans optl-opt5A Opt1A opt2A opt3A opt4A
ptr2A ptr22A OptSA ptr2A ptr22A
C. albicans B3 Szczep wyjsciowy
C. albicans B4 Nadekspresja MDR1p _ o Franz i in. 1998:
) . izolaty kliniczne ..
C. albicans Gu4 Szczep wyjéciowy Franz iin. 1999
. Nadekspresja CDR1p
C. albicans Gu5 i CDR2p

50



Mutanta pozbawionego pierwszych pigciu genow OPT (0ptlA, opt2A, opt3A, optdA,
0pt5A) oznaczono jako opt1-optSA, natomiast mutanta pozbawionego wszystkich funkcjonalnych
genow permeaz peptydowych PTR i OPT (optlA, opt2A, opt3A, optdA, opt5SA, ptr2A, ptr22A)
0znaczono jako opt1-opt5A ptr2A ptr22A.

Kolekcje mutantow oraz szczepy kliniczne otrzymano dzigki uprzejmosci
prof. dr Joachima Morschhdusera (Uniwersytet w Wiirzburgu, Niemcy). Pozostale szczepy

znajduja si¢ w kolekcji szczepow Katedry Technologii Lekow i Biochemii WCH PG.

3.2 Badane zwiazki — aminokwasy, peptydy i zwigzki referencyjne
W badaniach wykorzystano szereg zwigzkéw nalezacych do jednej z wymienionych nizej grup:

a) inhibitory enzymatyczne o strukturze aminokwasowej: FMDP, BADP, cispentacyna,

b) oligopeptydy zawierajace od 5 do 10 reszt aminokwasowych, opisywane w literaturze
jako peptydy penetrujace: wolne peptydy: P1, P2, P3, P5, P6, P7, P8 i ich modyfikacje -
amidowane na C-koncu: PIN, P2N, P3N, P5N, P6N,

c) di- lub tripeptydy zawierajace jeden z inhibitorow enzymatycznych: Nva-FMDP, Lys-
Nva-FMDP,

d) koniugaty no$nikow peptydowych z inhibitorami enzymatycznymi (tab. 3, tab. 4):

- koniugaty peptydow z FMDP na N-koncu: F1, F2, F3, F5, F6, F7, F8,

- C-amidowane koniugaty peptydow z FMDP na N-koncu: FIN, F2N, F3N, F5N, F6N,
- koniugaty pentapeptydu P1 i heksapeptydu P5 z BADP na N-koncu: B1, B5,

- koniugaty heksapeptydu P5 z cispentacyng na N-koncu: wolny peptyd C5,

z amidowanym C-koncem C5N i N-acylowanym N-koncem ACS5.

FMDP i BADP sg analogami L-glutaminy, inhibitorami syntazy GIcN-6-P (Milewski i in.
1988b; Milewski 2002), natomiast cispentacyna jest analogiem L-proliny, inhibitorem syntazy

lle-tRNA", Struktury tych zwigzkéw przedstawiono na rys. 16.
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Rys. 16 Struktury inhibitoréw enzymatycznych: FMDP, BADP oraz cispentacyny.

Tab. 3 Charakterystyka peptydow P1-P8 i koniugatow tych peptydow z FMDP wykorzystanych

w badaniach.
Oznaczenie Sekwencja Liczba aa | Ladunek Masa
molowa
P1 Val-Pro-Met-Leu-Lys 5 +1 587
F1 FMDP-Val-Pro-Met-Leu-Lys 5+1 +1 785
P2 Lys-Leu-Pro-Val-Met 5 +1 587
F2 FMDP-Lys-Leu-Pro-Val-Met 5+1 +1 785
P3 Lys-Lys-Val-Val-Phe-Trp-Val-Lys-Phe-Lys 10 +4 1308
F3 FMDP-Lys-Lys-Val-Val-Phe-Trp-Val-Lys-Phe-Lys 10 + 1 +4 1506
P5 Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp 6 +3 950
F5 FMDP-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp 6+1 +3 1148
P6 Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro 6 +1 677
F6 FMDP-Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro 6+1 +1 875
P7 Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg 8 +8 1128
F7 FMDP-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg 8+1 +8 1326
P8 Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys 9 +9 1172
F8 FMDP-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys 9+ +9 1370

Reszty aminokwasowe (aa) obdarzone tadunkiem oznaczono kolorem czerwonym. ,,I” oznacza inhibitor.
Ladunek podano dla pH 7.0. Mase molowa podano w jednostkach g/mol.

Tab. 4 Charakterystyka koniugatow peptydow P1 i P5 z BADP i cispentacyng.

Oznaczenie Sekwencja Liczbaaa | Ladunek Masa
molowa
Bl BADP- Val-Pro-Met-Leu-Lys 5+ 1 +1 831
B5 BADP-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp 6 +3 1194
C5 cispentacyna-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp 6+ 1 +3 1061

Reszty aminokwasowe (aa) obdarzone tadunkiem oznaczono kolorem czerwonym. ,,I”” oznacza inhibitor.
Ladunek podano dla pH 7.0. Mas¢ molowa podano w jednostkach g/mol.
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Pentapeptydy P1 i P2, opisane w literaturze jako tzw. ,,male peptydy penetrujace” (ang.
small penetrating peptides), posiadaja identyczny sktad aminokwasowy, jednak rdznig sig
kolejnoscia aminokwasow w sekwencji. Charakteryzujg si¢ wysokim stopniem penetracji
komorek HeLa (odpowiednio 97 + 4,3% 1 100 £ 2,3%) i bardzo niskg cytotoksycznoscia
w stezeniu do 1 mM (Gomez i in. 2007; Gomez i in. 2010). Wersje P1 i P2 z amidowanym C-
koncem oznaczono jako P1N i P2N.

Peptyd P3, oznaczony w literaturze skrotem KSL-W jest dekapeptydem wykazujacym
aktywno$¢ przeciwko C. albicans, obnizajac zjadliwos$¢ komorek w testach in vivo (Semlalia i in.
2011). Wykorzystano rowniez wersj¢ amidowana na C-koncu — P3N.

Peptyd PS5 posiada sekwencje aminokwasowa odpowiadajaca peptydowi penetrujagcemu
PAF26 (Ac-D-Arg-D-Lys-D-Lys-D-Trp-D-Phe-D-Trp-NH,, Lopez-Garceia i in. 2000), z tg rdznica,
ze sktada si¢ z L-aminokwasow oraz posiada wolny N- i C-koniec. Heksapeptyd PAF26 (PKF26)
zostat zaprojektowany przez grupe Lopez-Garcia i wspotpracownikow jako zwigzek aktywny
przeciwko fitopatogennym gatunkom grzybow m.in. Neurospora crassa i Penicillium digitatum
(Lopez-Garcia i in. 2000; Lopez-Garcia i in. 2007; Mufoz i in. 2006). Peptyd PAF26 jest podobny
do penetratyn, jednej z klas peptydow penetrujacych, a jego mechanizm dziatania prowadzacy do
$mierci komorek grzybowych jest bardzo ztozony (Muioz i in. 2013). W badaniach
wykorzystano rowniez wersje peptydu P5 z amidowanym C-koncem (P5N).

Peptyd P6 jest przedstawicielem grupy peptydow penetrujacych bogatych w proling
(ang. proline-rich CPP), charakteryzuje si¢ wydajng penetracja do komoérek i brakiem
cytotoksycznosci (Pujals i Giralt, 2008). Dodatkowo zbadano wersje amidowang na C-koncu —
P6N.

Peptydy P7 i P8, o najwyzszym wypadkowym tadunku dodatnim, zbudowane wylacznie
z aminokwasow zasadowych, nalezg do grupy klasycznych peptydéw penetrujacych, ktorych
penetracja btony cytoplazmatycznej przebiega wedlug niewyjasnionego dotad mechanizmu.
Grupa Futakiego sugeruje, ze jest to mechanizm niezalezny od energii natomiast grupa Mitchella
wrecz przeciwnie — zebrata wyniki wskazujace na zaleznos¢ transportu polipeptydéw od energii
(Futaki i in. 2001; Mitchell i i in. 2000).

Sekwencje aminokwasowe, wypadkowy tadunek i masy molowe peptydow P1-P8 i ich
koniugatéw z inhibitorami enzymatycznymi przestawiono w tab. 3 i tab. 4.

Wszystkie zestawione w tabelach zwiazki zostaly zsyntezowane przez mgr inz. Marcina
Kawczynskiego (Katedra Chemii Organicznej, WCH PG). Peptydy Nva-FMDP i Lys-Nva-
FMDP zostaly otrzymane przez prof. dr hab. inz. Ryszarda Andruszkiewicza (Katedra
Technologii Lekéw i Biochemii, WCH PG).
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W badaniach dotyczacych wyznaczania poczatkowej predkosci transportu peptydow do
wngtrza komorek grzybowych stosowano peptydy modelowe Ala-Ala, Ala-Ala-Ala i Ala-Ala-
Ala-Ala, ktore zostaty zsyntezowane przez firmg lipopharm.pl.

W badaniach wykorzystywano réwniez pochodne peptydow i koniugatow znakowane
izocyjanianem fluoresceiny, oznaczane jako P5-FITC i F5-FITC. Procedura otrzymania
fluorescencyjnych pochodnych zostata opisana w podrozdziale 3.12.

W niektorych badaniach wykorzystywano amfoterycyne B i flukonazol jako zwiazki

referencyjne.

3.3 Inne stosowane odczynniki

BTL, Zakiad Enzymow i Peptydow: agar mikrobiologiczny, chlorek sodu, ekstrakt drozdzowy,
glukoza bezwodna, pepton kazeinowy

Fluka: Triton X-100

Polskie Odczynniki Chemiczne: azydek sodu, fosforan potasowy | zas., fosforan potasowy Il zas.,
fosforan sodowy | zas., fosforan sodowy Il zas., tetraboran sodu

Sigma Aldrich: 3MPA, amfoterycyna B, amiloryd, Calcofluor White M2R, chlorpromazyna,
cytochalazyna D, czerwien fenolowa, DMSO, drop-out, FITC, flukonazol, glutaminian sodu,
glutation, MOPS, nokodazol, OPA, RPMI-1640 (z L-glutaming, bez weglanu sodu), TCA, TNBS,
Yeast Synthetic Drop-out Medium Supplement w/o Uracil, YNB bez aminokwaséw i siarczanu

amonu, YNB bez aminokwasow (z siarczanem amonu).

3.4  Sprzet | materiaty laboratoryjne

Aparatura:

—  cytometr przeptywowy, Calibur, Becton-Dickinson

—  czytnik mikroptytek, Victor®V, PerkinElmer

—  komora laminarna, Hcal Force

—  licznik komérek Z1 Coulter® Partical Counter, Beckman Caulter

— liofilizator, Labconco

— MALDI MS - ABI Sciex 5800 TOF/ TOF System with LC-MALDI, MDS Analytical
Technologies

— mikroskop fluorescencyjny, Olympus BX60 U-DICT z kamera DP50

—  pH-metr, Elmetron

—  pipety automatyczne, Eppendorf

—  spektrofotometr, ThermoSpectronic, Genesys 20

— waga analityczna, Zaktady Mechaniki Precyzyjnej, Gdansk

— waga laboratoryjna, Radwag
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—  wirdwka, Sigma, Polygen
—  wytrzasarka, Infors
— zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej Agilent 1200 Series sprzg¢zony

z detektorem z matrycg fotodiodowa (DAD) i detektorem fluorescencyjnym (FLD).

Materiaty jednorazowego uzytku:

—  krazki bibutkowe, jatowe, czyste, Oxoid

—  filtry membranowe do sterylizacji, PES, 0,2 pm, Cronus

— filtry z widkna szklanego, GF, Whatman LTD.

—  mikroptytki z tworzywa sztucznego, sterylne, 96-studzienkowe, Medlab

—  plytki Petriego, sterylne, Medlab

3.5 Podloza stosowane w hodowli
W badaniach wykorzystano poditoza ptynne i state, ktérych sktad i sposéb przygotowania

zestawiono ponize;j.

Podloze YPG

— glukoza 20 g/L
— ckstrakt drozdzowy 10 g/L
— pepton 10 g/L

Sktadniki rozpuszczano w wodzie destylowanej, a nast¢pnie poddano sterylizacji w autoklawie
w temperaturze 121 °C, pod ci$nieniem 1,5 atmosfery przez 30 minut.

W celu otrzymania podtoza statego dodawano agaru mikrobiologicznego (25 g/L).

Podtoze YNB z glutaminianem sodu (YNB-GS), pH 5.4 £ 0.2

— glukoza 20 g/L
— YNB bez aminokwasow i siarczanu amonu 1,79/l
— L-glutaminian sodu 0,2 g/L

Podloze YNB z siarczanem amonu (YNB-SA), pH 5.4 £0.2
— glukoza 20 g/L

— YNB bez aminokwaséw, z siarczanem amonu 6,7 g/L

Podloze RPMI-1640 pH 7.0

— glukoza 18 g/L
— RPMI-1640 bez wodoroweglanu sodu, z L-glutaming 10,4 g/L
— MOPS 34,5¢g/L
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Sktadniki rozpuszczano w wodzie destylowanej, w przypadku podtoza RPMI-1640 ustalano pH
7.0 za pomocg 10 mM roztworu NaOH, a nast¢pnie sterylnie przepuszczano przez filtr
membranowy do jatowej butli.

W celu sporzadzenia minimalnego podtoza YNB-SA z agarem (2%) do 80 mL jatowego
roztworu glukozy z dodatkiem agaru dodano 20 mL roztworu YNB bez aminokwasow,
z siarczanem amonu w ilo$ci jak wyzej tak by sktad podtoza odpowiadat ptynnemu podtozu
minimalnemu YNB-SA.

W procedurze oznaczania aktywno$ci przeciwgrzybowej opisanej w nastepnym
podrozdziale (podrozdzial 3.6) dodatkowo wykorzystano zmodyfikowane podtoza: YNB-SA
z dodatkiem czerwieni fenolowej (0,0053 g/L)/glutationu (0,001 g/L)/chlorku sodu (6 g/L).
Wymienione dodatki, w tych samych ilosciach, sg sktadnikami podtoza RPMI-1640. Podtoze
YNB zmodyfikowano réwniez poprzez dodatek L-argininy (0,2 g/L)/L-glutaminy (0,3 g/L)/drop-
out. Wyznaczono rowniez wartosci MIC w podtozu RPMI-1640 bez dodatku buforu MOPS.
Wykorzystano réwniez podtoza o réznych wartosciach pH: RPMI-1640 o pH 5.0, 5.5 i 6.0,
a takze YNB-SA o pH 4.0,4.5,5.0,5.5,6.0i 6.5.

3.6 Oznaczanie aktywnosci przeciwgrzybowe;j in vitro

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa peptydow, peptydow-FMDP i ich pochodnych, a takze
zwigzkow kontrolnych okreslano poprzez wyznaczenie najmniejszego stezenia zwigzku
powodujacego zahamowanie wzrostu komorek grzybowych w 50% i 80%, odpowiednio MICsg
i MICg, metoda podwojnych seryjnych rozcienczen rekomendowana przez Instytut
ds. Klinicznych Standardéw Laboratoryjnych (CLST 2002; CLSI 2008; pod nazwg NCCLS do
roku 2005), zachowujac przy wszystkich oznaczenia opisane w procedurze warunki (wielko$¢
inoculum, czas i temperatura inkubacji). Badanie prowadzono w sterylnych 96-studzienkowych
mikroptytkach w trzech ptynnych podtozach: RPMI-1640, YNB-SA i YNB-GS. W niektorych
oznaczeniach stosowano zmodyfikowane podtoza, tak, jak zostato to opisane w poprzednim
podrozdziale (podrozdziat 3.5).

Po catonocnej hodowli (16-18h) na podlozu statym YPG (YNB-SA w przypadku
mutantéw spontanicznych) komorki badanego szczepu zawieszano w sterylnej wodzie
destylowanej. Po ustawieniu gestosci optycznej zawiesiny ODeggo na poziomie okoto 0,1 (co
odpowiada 10° komorek w 1 mL zawiesiny), inoculum rozciefczano 50-krotnie, aby uzyskaé
gesto$¢ komoérek wynoszaca 2 x 10* komoérek w 1 mL zawiesiny.

Roztwory badanych zwiazkoéw przygotowywano w dwukrotnie st¢zonych podtozach
(2x). Do studzienek pierwszego rzedu mikroptytki dodawano 200 uL przygotowanych roztworow
zwiazkéw, a do studzienek rzedoéw 2-10 po 100 pL odpowiednich podtozy (2x). Po wykonaniu

seryjnych rozcienczen, do studzienek 1-10 dodawano po 100 uL uprzednio przygotowanej
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zawiesiny komorek. Studzienka 11, do ktoérej dodano 100 puL podtoza i 100 pL inoculum,
stanowita kontrole hodowli. Studzienka 12 natomiast, do ktorej dodano 100 uL podtozai 100 pL
sterylnej wody destylowanej, stanowita kontrole podiloza. Po dodaniu 100 uL inoculum
(przygotowanego w wodzie destylowanej) lub wody destylowanej uzyskiwano we wszystkich
studzienkach wiasciwe stgzenie sktadnikow pozywki. Konicowa gestos¢ zawiesiny komorek we
wszystkich studzienkach kolumn 1-11 wynosita 10*/mL.

Przedziaty stgzen badanych zwigzkéw zostaly dobrane odpowiednio do testowanego
szczepu, uzytego podioza, a takze zakreséw stezen innych zwiazkéw w przypadku badan
porownawczych.

W badaniach dotyczacych wptywu obecnosci badanego zwigzku (np. N-acetylo-D-
glukozaminy, inhibitora endocytozy) na zjawisko hamowania wzrostu wywolanego przez
peptydy, dany zwiazek dodawany byt do wyj$ciowego podtoza w odpowiednim stezeniu, tak aby
uzyska¢ pozadane stezenie koncowe. Dla inhibitorow endocytozy przyjeto wartosci stezen
opisanych w literaturze przez Gomeza i wspotpracownikow: amiloryd: 5 uM, chlorpromazyna:
28 uM, cytochalazyna D: 10 uM, nokodazol: 2 uM (Gomez i in. 2010). Natomiast w przypadku
N-acetylo-D-glukozaminy (NAG), oznaczenia przeprowadzono z drobnymi modyfikacjami:
seryjne rozcienczenia zwigzkow przygotowano w 20 mM wodnym roztworze NAG, a inoculum
rozcienczano 50-krotnie w dwukrotnie stgzonym podtozu YNB-SA uzyskujg koncowe stgzenie
NAG wynoszace 10 mM.

Ptytki inkubowano w temperaturze 30°C. Po 24 h, za pomocg czytnika mikroptytek
Victor®V, mierzono gesto$é optyczna we wszystkich studzienkach przy dtugosci fali A = 531 nm.
Od otrzymanych warto$ci absorbancji odejmowano warto$¢ absorbancji odpowiadajaca kontroli
pozywki. Za MICsy oraz MICg przyjmowano najnizsze stezenie zwigzku powodujace
odpowiednio 50% i1 80% spadek wartosci absorbancji w stosunku do kontroli hodowli (warto$¢
absorbancji mniejsza lub réwna odpowiednio 50% i 20% wartos$ci absorbancji kontroli hodowli).
Jesli byla taka potrzeba, dodatkowo wyznaczano warto$ci ICsp, czyli stgzenia danego zwigzku
prowadzace do zahamowania wzrostu drobnoustrojow w 50% w poréwnaniu do kontroli hodowli,
na podstawie krzywej Assi= f(c). Badania wykonywano przynajmniej w trzech niezaleznych

powtorzeniach.

3.7  Okreslenie wptywu zwigzkow na morfologie komorek grzybowych
Badania wptywu obecnosci peptydéw na morfologi¢ komorek C. albicans polegaty na
prowadzeniu rownolegtych hodowli w obecnosci zwigzku w odpowiednim podtozu minimalnym
— YNB-SA lub YNB-GS — i mikroskopowej obserwacji morfologii komorek.
W tym celu hodowle nocng (16-18 h) komoérek wybranego szczepu C. albicans (ATCC
10231, SC5314, ptr2A ptr22A, optl-opt5A ptr2A ptr22A) w podtozu YPG od$wiezano poprzez
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rozcienczenie hodowli w podlozu YPG do gestosci optycznej zawiesiny odpowiadajacej
105 kom./mL (ODeso=0,1) i inkubacje zawiesiny przez ok.3 h w temp. 30°C z wytrzgsaniem
(200 rpm). Po uzyskaniu przez komorki logarytmicznej fazy wzrostu (ggstos¢ optyczna ODsgo
ok. 0,4), komorki trzykrotnie przemywano jalowg woda destylowang i ustawiano ODgg=0,1
w odpowiednim podtozu, YNB-SA lub YNB-GS. Nastgpnie dodawano badany peptyd, Nva-
FMDP lub Lys-Nva-FMDP tak, by uzyska¢ st¢zenie koncowe peptydu w zawiesinie
odpowiadajace 10 pg/mL.

Tak przygotowane proby inkubowano przez 5 h. Do probowek typu Eppendorf o poj.
1,5 mL przenoszono po 1 mL zawiesiny. Calo$¢ odwirowywano (3 min, 5 tys. rpm, 25°C),
a nastepnie usuwano 900 pL supernatantu, i uzupetniano do 1 mL roztworem PBS. Phukanie
powtarzano trzykrotnie. Do 100 uL pozostatej zawiesiny dodawano 10 pL roztworu barwnika
fluorescencyjnego, Calcofluor White M2R (Fluorescent Brightener 28) o stezeniu 1,1 mg/mL
i doktadnie mieszano (stezenie koncowe barwnika wyniosto 100 pg/mL). Tak przygotowana
zawiesine komorek z barwnikiem inkubowano w temp. pokojowej. Po upltywie 15 min dodawano
890 uL wody destylowanej i zawiesing odwirowano (3 min, 5 tys. rpm, 25°C). Nast¢pnie
usuwano 900 uL supernatantu, icatos¢ uzupetniano do 1 mL roztworem PBS. Czynnosci
te powtarzano pigciokrotnic w celu doktadnego wymycia nadmiaru barwnika. Po ostatnim
wirowaniu usuwano 950 pL supernatantu. Przygotowujac preparat do badan mikroskopowych
dodawano na szkietko podstawowe 5 pL zawiesiny komoérek i nakrywano szkietkiem
nakrywkowym. Czynno$ci wykonywano w ciemnym pomieszczeniu z uwagi na wrazliwosé
barwnika na $wiatlo. Obserwacje mikroskopowe prowadzono przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego, przy powickszeniach 60 x i 100 x z dodatkiem olejku immersyjnego, przy

dtugosci $wiatla wzbudzenia A = 365 nm.

3.8  Generowanie potencjalnych mutantdéw spontanicznych, opornych na
Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP

W celu uzyskania mutantow spontanicznych opornych na Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP
komorki szczepu C. albicans SC5314 po nocnej hodowli (16-18 h) na podtozu statym YPG
zawieszano w jalowej wodzie destylowanej uzyskujac zawiesing o gestosci optycznej ODego Na
poziomie okoto 0,1 (co odpowiada ~10° komérek w 1 mL zawiesiny). Nastepnie wykonywano
seryjne dziesigciokrotne rozcienczenia. 100 ulL zawiesiny komorek odpowiadajacej
rozcienczeniu 1072 (0 gestosci 10% kom./mL) wysiewano powierzchniowo na stale podloze YNB-
SA. Po wykonaniu posiewu na powierzchni¢ podtoza agarowego natozono jatowe krazki
bibutkowe, a nastepnie na kazdy krgzek nanoszono po 10 puL odpowiednich roztworéow Nva-
FMDP lub Lys-Nva-FMDP, o stgzeniu 1 mg/mL (10 pg zwigzku/krazek). Izolacji potencjalnych
mutantéw dokonywano réwniez poprzez powierzchniowy posiew zawiesiny na podtoze agarowe

YNB-SA zawierajace Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP w st¢zeniu 10 pg/mL. Po 48 h inkubacji
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hodowli w temp. 30°C uzyskane pojedyncze kolonie (wewnatrz strefy zahamowania wzrostu lub
na powierzchni podtoza agarowego) pobierano za pomocg ezy i przesiewano na plytke
z podtozem YNB-SA zawierajacym Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP w stezeniu 10 pg/mL.
Pasazowanie na podtoze z odpowiednim zwigzkiem wykonywano trzykrotnie. Ostatecznie
izolowano po sto potencjalnych mutantow spontanicznych opornych na badany peptyd.

Dla kazdego wyizolowanego ,,mutanta” okreslano jego wrazliwo$¢ na dziatanie Nva-
FMDP i Lys-Nva-FMDP. W tym celu wyznaczano wartosci MIC zgodnie z procedura opisang
w podrozdziale 3.6.

Dla wszystkich wyizolowanych ,mutantow” wykazujacych znaczaco obnizona
wrazliwo§¢ na dziatanie peptydow-FMDP przeprowadzano dalszg charakterystyke, ktora
obejmowata okreslenie wrazliwo§ci mutantow spontanicznych na badane zwiazki
przeciwgrzybowe Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP w réznych podtozach: RPMI-1640, YNB-SA
i YNB-GS, a takze wyznaczenie poczatkowej szybkosci pobierania przez komorki peptydow-

FMDP i peptydow modelowych, Ala-Ala, Ala-Ala-Ala i Ala-Ala-Ala-Ala.

3.9  Ocena mozliwosci indukowania mutacji spontanicznych
wywotywanych przez koniugaty FMDP-CPP

W celu sprawdzenia czy dziatanie koniugatéw FMDP-CPP prowadzi do powstawania
opornosci komorek grzybowych, 100 uL zawiesiny komoérek szczepu C. albicans ATCC 10231
o gestosci 10* kom./mL wysiewano powierzchniowo na state podioze YNB-SA. Po wykonaniu
posiewu na powierzchnig agaru naktadano jatowe krazki bibutkowe, a nastgpnie na kazdy krazek
nanoszono po 10 pL roztworéw badanych CPP i FMDP-CPP. Zastosowane st¢zenia roztworu
peptydow wynosity 1 mg/mL (10 pg zwigzku/krazek) i 4 mg/mL (40 pg zwiazku/krazek). Jako
zwigzek referencyjny uzyto Nva-FMDP (1 mg/mL, 10 ug zwiazku/krazek). Po 48 h inkubacji
w temp. 30°C mierzono $rednice strefy zahamowania wzrostu oraz okreslano czy pojawity si¢

kolonie w strefie zahamowania wzrostu utworzonej wokoét krazkow.

3.10 Okreslenie wtasciwosci hemolitycznych CPP i FMDP-CPP

Badania wtasciwos$ci hemolitycznych opierato si¢ na wyznaczeniu EHso, czyli warto$ci
stezenia przy ktorym zostaje uwolnione 50% hemoglobiny z erytrocytow.

W celu przeprowadzenia badania przygotowywano zawiesing erytrocytow w soli
fizjologicznej (0,9% NaCl) o gestoéci okoto 2 x 107 kom./mL. Gesto$é zawiesiny okreslano za
pomocg licznika komorek Coulter. Do probéwek typu Eppendorf zawierajacych po 950 pL
zawiesiny erytrocytow dodawano 50 pL wodnych roztworu badanych zwigzkow - uzyskujac
koncowe stgzenie od 25 ug/mL do 200 pug/mL, roztworu AmB w DMSO - uzyskujac koncowe
stezenie od 0,5 ug/mL do 10 pg/mL, wody destylowanej (kontrola negatywna) lub roztworu
Tritonu X-100 - uzyskujac koncowe stezenie 0,1% obj. (kontrola pozytywna). Tak przygotowane
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proby inkubowano w temp. 37°C. Po uplywie 30 min zawiesiny odwirowywano (2800 rpm,
5 min, 4°C) i nanoszono po 100 uL supernatantu do kolejnych celek ptytki 96-cio studzienkowej,
a nastepnie dokonywano pomiaru absorbcji przy pomocy czytnika mikroptytek Victor’V przy
dtugosci fali A = 540 nm.

W badaniu jako zwigzek kontrolny zastosowano amfoterycyne B (AmB, zakres stezen:
0,5 ng/mL + 10 pg/mL), jako kontrole pozytywna uzyto roztworu Tritonu X-100 wywotujacego
100% hemolizg. Kontrolg negatywna stanowita zawiesina erytrocytow bez dodatku zwiagzku czy
Tritonu X-100. Z uwagi na zastosowanie roztworu AmB w DMSO przygotowano rowniez probg
zawierajaca 50 pL DMSO. Przyjmujac wartos¢ absorbancji proby z Tritonem X-100 jako 100%

hemolizy wyznaczono warto$ci EHso dla badanych zwigzkow oraz zwigzku kontrolnego, AmB.

3.11 Wyznaczanie poczatkowej szybkosci transportu peptydow

modelowych oraz koniugatéw peptydow z FMDP, BADP

I cispentacyna do komorek grzybowych

Poczatkowa szybkos¢ transportu peptydow modelowych wyznaczano zmodyfikowana
metoda opisang wczesniej przez Milewskiego 1 wspotpracownikoéw (Milewski i in. 1988a), ktora
polega na oznaczaniu szybkos$ci spadku st¢zenia peptydow w zawiesinie komorek w okreslonych
odstepach czasu. Stezenia peptydow byly oznaczane za pomocg odczynnika otrzymanego przez
zmieszanie roztworu TNBS z roztworem tetraboranu sodu w odpowiednim stosunku. Odczyt
wynikow zostat zmodyfikowany z uwagi na brak filtru umozliwiajgcego pomiar absorbcji przy
dhugosci fali A =420 nm i dostepno$é filtru 405 nm w czytniku mikroptytek Victor®V. Dzigki
zmniegjszeniu skali i zastosowaniu mikroptytek mozna bylo dokona¢ szybkiego odczytu
absorbancji przygotowanych roztworow w pomijalnie matych odstgpach czasu. Oprécz kwestii
technicznych istotny byt réwniez dobér podtoza.

Po probach wyznaczania szybkos$ci transportu peptydow po odmiadzaniu komorek
w podtozach  YNB-GS i YNB-SA zdecydowano si¢ na podloze bogate YPG, ktore
prawdopodobnie zapewnia petna efektywnos¢ permeaz znajdujacych si¢ w btonie komérkowe;.
Z tego tez powodu uzyskane warto$ci poczatkowej szybkosci transportu sag duzo wyzsze niz
uzyskane po prowadzeniu odmtadzania w podtozach minimalnych, a co za tym idzie wyrazniejsze
stajg si¢ roznice pomiedzy poszczegdlnymi szczepami referencyjnymi i mutantami. Dlatego tez,
podtoze YPG zastosowano w przypadku szczepu C. albicans ATCC 10231, a takze w przypadku
porownywania szczepu C. albicans SC5314 ijego mutantow delecyjnych. W przypadku
porownywania szczepu C. albicans SC5314 i jego mutantow spontanicznych zastosowano YNB-
SA z uwagi na konieczno$¢ utrzymania zaobserwowanej cechy opornosci na przeciwgrzybowe
di- i tripeptydy. Dodatkowo, po etapie odmtadzania i przemywania komoérek szczepu dzikiego

i mutantow spontanicznych ,,glodzono” komorki, co zostato doktadniej opisane nizej.
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Catonocna hodowle (16-18 h) komoérek odswiezano w odpowiednim podtozu do ggstosci
optycznej zawiesiny, ODgso W przedziale 0,1 + 0,15. Hodowle prowadzono w wytrzasarce
(180 rpm), w temp. 30°C, do osiagnigcia ODeso OK. 3,0. Po uptywnie ok. 3 h zawiesing
odwirowywano (3tys. rpm, 20°C, 5min) i dwukrotnie przemywano 50 mM buforem
fosforanowo-potasowym o pH 5.0. Po ostatnim wirowaniu komorki zawieszano 50 mM buforze
fosforanowo-potasowym o pH 5.0 i inkubowano z wytrzgsaniem (temp. 30°C, 180 rpm). Po
1 h inkubacji zawiesing odwirowywano (3 tys. rpm, 20°C, 5 min) i zawieszano w 1% roztworze
glukozy w 50 mM buforze fosforanowo-potasowym o pH 5.0 tak by uzyskaé¢ ODeso zblizone do
wartoéci 1,0 co odpowiada gestosci komorek okoto 107 kom./mL.

Do trzech kolbek o poj. 50 mL dodawano po 5 mL zawiesiny komorek w 1% roztworze
glukozy w buforze fosforanowo-potasowym o pH 5.0, a nastgpnie inkubowano w cieplarce
w temp. 30°C z intensywnym wstrzasaniem (180 rpm). Po uptywie 15 min, do kontroli hodowli
dodawano 50 pL wody destylowanej, do probki badanej 50 uL roztworu peptydu, a do kontroli
transportu 50 pL roztworu azydku sodu o stezeniu 10 mM (koncowe stgzenie NaN3z wynosito
100 uM).

W badaniu majgcym na celu poréwnanie transportu zwigzkow P5, F5, C5 i Ala-Ala-Ala-
Ala, koncowe stezenie peptydu wynosito 50 uM (wyjsciowy roztwdr miat stezenie 5 mM),
natomiast w badaniu majgcym na celu poréwnanie transportu zwigzkow Ala-Ala, Ala-Ala-Ala,
Ala-Ala-Ala-Ala, a takze Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP koncowe stezenie peptydu wynosito
100 uM (wyjsciowy roztwor miat stezenie 10 mM).

Zaraz po sporzadzeniu powyzszych mieszanin (czas 0) pobierano 1 mL i oddzielano
komorki od przesagczu za pomocg wymuszonej filtracji przez filtry Whatman GF/A
z wykorzystaniem zestawu do filtracji pod zmniejszonym cisnieniem. W okre$lonych odstepach
czasu (punkty czasu w badaniu transportu peptydow modelowych, Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP:
5-25 min, co 5 min; punkty czasu w badaniu transportu CPP, FMDP-CPP i tetrapeptydu
modelowego: 10 min, 30 min, 60 min) czynno$¢ powtarzano, prowadzac ciaggla inkubacj¢
zawiesin W 30°C z wytrzasaniem (180 rpm). W celu oznaczenia st¢zenia peptydow
W przesaczach przygotowano krzywa wzorcowg.

Do 100 uL probek uzyskanych przesaczy oraz roztworow wzorcowych danego peptydu
dodawano po 125 pL odczynnika sporzadzonego przez zmieszanie roztworu TNBS (4 mg/mL)
Z 5% roztworem tetraboranu sodu w stosunku 1 : 4, a nastepnie inkubowano 30 min w temp.
37°C.

Po przeprowadzonej inkubacji mierzono absorbcj¢ wszystkich probek przy diugosci fali
A = 405 nm przy pomocy czytnika mikroptytek Victor’V. Korzystajac z zaleznosci absorbanciji

mieszanin od stezenia peptydu w wodzie (krzywa wzorcowa) sporzadzono wykresy
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przedstawiajace zmiany stgzenia peptydu w przesaczach w czasie inkubacji. Oznaczenia

wykonywano przynajmniej w trzech, niezaleznych powtorzeniach.

3.12 Otrzymywanie znakowanych fluorescencyjnie P5 i F5

Znakowanie wybranych peptydow, peptydu PS5 i jego koniugatu z FMDP, F5
przeprowadzono wedlug procedury opisanej przez firm¢ Sigma Aldrich z kilkoma
modyfikacjami. Przed przystgpieniem do otrzymywania znakowanych zwigzkow w skali
preparatywnej dokonano optymalizacji metody znakowania obejmujacej wybdr buforu, stezen
roztwordéw peptydow i FITC, a takze proporcji zmieszanych roztworéow peptydow i roztworu
FITC.

Znakowanie peptydu P5 (Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp) przeprowadzono w buforze
weglanowo-sodowym o pH 9.0, natomiast koniugatu peptydu P5 z FMDP na N-koncu, F5
(FMDP-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp) w buforze fosforanowo-sodowym o pH 7.4. Wyniki
przeprowadzonych reakcji znakowania peptyddéw zostaly opisane ponizej.

Reakcje znakowania przeprowadzano nastgpujgco: roztwor PS5/F5 w odpowiednim
buforze zmieszano z roztworem FITC (w DMSO) w stosunku molowym 1 : 1,5. Roztwér FITC
dodawano porcjami ciggle mieszajac, nastepnie mieszaning pozostawiono w temp. pokojowej na
8 h ograniczajac dostep $wiatla.

Otrzymane mieszaniny analizowano i oczyszczano za pomoca chromatografii cieczowej

w uktadzie faz odwroconych, RP-HPLC z detektorem UV. Wykorzystano kolumne C18
(kolumna analityczna: Luna 5u, 100A, wymiary: 250 x 4,60 mm, 5 micron, Phenomenex;
kolumna preparatywna: Luna 10u, 100A, wymiary: 250 x 10,00 mm, 10 micron, Phenomenex),
gradient roztworu acetonitrylu, ACN (+ 0,1% TFA) od 5% do 95% przez 45 min. Detektor UV:
w przypadku analizy roztworu biatka: A = 220 nm lub w przypadku analizy znakowanych
produktoéw: A =492 nm.
Program elucji na kolumnie analitycznej obejmowat: pierwsze 5 min: 5% ACN (+ 0,1% TFA),
potem przez 45 min: gradient od 5% do 95% ACN (+ 0,1% TFA), przez ostatnie 5 min: 95%
ACN (+ 0,1% TFA), z predkoscia przeptywu eluentu 1 mL/min. Program elucji na kolumnie
polpreparatywnej obejmowat natomiast: pierwsze 10 min: 5% ACN (+ 0,1% TFA), potem przez
45 min: gradient od 5% do 95% ACN (+ 0,1% TFA), przez ostatnie 5 min: 95% ACN (+ 0,1%
TFA) z predkoscia przeptywu eluentu 3 mL/min.

Identyfikacje zwiazkow przeprowadzano za pomocag spektrometrii mas z jonizacyjna
metoda desorpcji laserowej na matrycy (MALDI-TOF) w AIRF (Advanced Instrumentation
Research Facility, Jawaharlal Nehru University, New Delhi, Indie). Oczyszczone roztwory

zwigzkow poddawano liofilizacji (0,1 mBar, -80°C).
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Analiza chromatograficzna mieszaniny poreakcyjnej po reakcji P5 z FITC (rys. 17)
wskazata na obecno$¢ kilku zwigzkow. Analiz¢ MALDI-TOF przeprowadzono dla probek
odpowiadajgcych sygnatlom oznaczonym jako Al i A2. We frakcji Al o czasie retencji 25,4 min
dominowaty zwigzki o masach: 1081,97, 1059,98 oraz 950,47 g/mol, a we frakcji A2 — o czasie
retencji 29,3 min —wystepowatl w przewazajacej ilosci zwigzek o masie 1339,45 g/mol. Masa
molowa peptydu P5 wynosi 950 g/mol, a masa pozadanego produktu FITC-P5 1339,4 g/mol,

zatem probka odpowiadajaca sygnatowi A2 zawierala koniugat peptydu P5 z fluoresceing.
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Rys. 17 Chromatogram mieszaniny z rozdzialu RP-HPLC na kolumnie analitycznej po reakcji

fluorescencyjnego znakowania peptydu P5. Reakcja znakowania zostala przeprowadzona

w buforze weglanowo-sodowym (pH 9.0). Oznaczono frakcje zebrane do analizy MALDI-TOF
uzyskanych produktéw rozdziatu.

Analiza chromatograficzna mieszaniny poreakcyjnej po reakcji peptydu F5 z FITC
w buforze weglanowo-sodowym o pH 9.0 przyniosta nieoczekiwane rezultaty. W mieszaninie
tej nie stwierdzono obecnosci produktu o masie molowej 1537,4 g/mol odpowiadajacej
oczekiwanej masie produktu FITC-F5. Z uwagi na uzyskane wyniki, w kolejnym kroku
sprawdzono stabilno$¢ roztworu koniugatu F5 i przeprowadzono analize chromatograficzna
roztworu peptydu F5 (1 mg/mL) w buforze weglanowo-sodowym (pH 9.0) inkubowanego przez
8h w temp. pokojowej. Na uzyskanym chromatogramie (rys. 18) mozna zauwazy¢ dwa
dominujace sygnaty o zblizonych czasach retencji. Analiza MALDI-TOF zebranych frakcji
wykazata obecno$¢ substancji o masach molowych: B1: 1134,6 i 1178,6 g/mol, B2: 1148,7
i 1192,8 g/mol. Wartos¢ 1148,7 g/mol odpowiada w przyblizeniu odczekiwanej masie peptydu
F5 (1148 g/mol). Wartos¢ 1134,6 odpowiada w przyblizeniu masie mozliwego produktu rozktadu
peptydu F5 powstatego w wyniku hydrolizy grupy estrowej, czyli zwiagzku o masie 1134 g/mol.
Uzyskane wyniki pozwolity na wysunigcie przypuszczenia o rozktadzie peptydu F5, czy tez jego

czesciowej niestabilnos$ci w pH 9.0.
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Rys. 18 Chromatogram roztworu peptydu F5 w buforze weglanowo-sodowym o pH 9.0. Rozdzial RP-
HPLC na kolumnie analitycznej. Oznaczono frakcje zebrane do analizy mas uzyskanych
produktow rozdziahu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw do reakcji znakowania peptydu F5 postanowiono
zastosowac bufor o pH zblizonym do obojetnego, dlatego w przypadku tego zwiazku wybrano
bufor fosforanowo-potasowym o pH 7.4. Uzyskany chromatogram mieszaniny poreakcyjnej
przedstawiono na rys. 19. Na chromatogramie wida¢ dwa ostre sygnaty (oznaczono jako C1, C2)
i dwa sygnaly o potowe mniejsze. Masy zwigzkow zebranych we frakcjach C1 i C2 wynosza
odpowiednio: 1148,6 i 1537,6 g/mol. Optymalizacja warunkéw fluorescencyjnego znakowania
F5 pozwolita na otrzymanie produktu FITC-F5 o przewidywanej masie 1537,4 g/mol we frakcji
C2.
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Rys. 19 Chromatogram mieszaniny z rozdziatu RP-HPLC na kolumnie analitycznej po reakcji
fluorescencyjnego znakowania peptydu F5. Reakcja znakowania zostata przeprowadzona
w buforze fosforanowo-potasowym (pH 7.4). Oznaczono frakcje zebrane do analizy mas
uzyskanych produktow rozdziatu.

Reakcje otrzymywania FITC-P5 i FITC-F5 wymaganych do przeprowadzenia dalszych
badan biologicznych prowadzono w odpowiednim buforze w wigkszej skali, a mieszaniny
oczyszczano na kolumnie polpreparatywne;j.

Pierwszy chromatogram (rys. 20) przedstawia analiz¢ mieszaniny otrzymanej w reakcji
P5 1 FITC w buforze wegglanowo-sodowym (pH 9.0). Mozna zaobserwowa¢ dwa wyraznie

dominujace sygnaly (oznaczone jako D1 i D2). Masy molowe zebranych frakcji wynosza

64



odpowiednio 1339,6 i 1728,6 g/mol. Produkt D1 o masie 1339 g/mol odpowiada pozadanemu
produktowi znakowania peptydu P5, FITC-P5.
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Rys. 20 Chromatogram mieszaniny z rozdzialu RP-HPLC na kolumnie polpreparatywnej po reakcji
fluorescencyjnego znakowania peptydu P5. Reakcja znakowania zostata przeprowadzona
w buforze weglanowo-sodowym (pH 9.0). Cyframi oznaczono frakcje zebrane do analizy mas

uzyskanych produktow rozdziatu.

Drugi chromatogram (rys. 21) otrzymano rozdzielajac mieszaning po reakcji znakowania
peptydu F5 w buforze fosforanowo-sodowym (pH 7.4). Mozna na nim zauwazy¢ kilka
intensywnych sygnatow, przy czym jeden E1 o czasie retencji 33,5 min jest dominujacy. Masy
molowe zwiazkéw znajdujacych si¢ w zebranych frakcjach wynosza: E1: 1537,97 g/mol, E2:
1339,68 i 1537,78 g/mol. Produkt frakcji E1 o masie 1537 g/mol jest pozadanym produktem
znakowania peptydu F5, FITC-F5. We frakcji E2 znajduje si¢ zarowno pozadany produkt jak
i produkt odpowiadajacy masie koniugatu peptydu P5 z fluoresceing czyli 1339 g/mol, co moze
sugerowa¢ odlgczenie si¢ FMDP podczas reakcji znakowania i zajscie reakcji z wolnym

peptydem P5.
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Rys. 21 Chromatogram mieszaniny z rozdziatu RP-HPLC na kolumnie polpreparatywnej po reakcji
fluorescencyjnego znakowania peptydu F5. Reakcja znakowania zostala przeprowadzona

w buforze fosforanowo-sodowym (pH 7.4). Cyframi oznaczono frakcje zebrane do analizy mas

uzyskanych produktow rozdziatu.

W wyniku reakcji znakowania peptydow PS5 i F5 otrzymano niewielkie ilosci
fluorescencyjnych pochodnych prawdopodobnie dlatego, ze reakcja zostala przeprowadzona na
gotowych preparatach, a nie na etapie syntezy peptydow na fazie statej. Uzyskanie matych ilosci
produktéw jest réwniez zwigzane z jakoscig kolumny wykorzystywanej do koncowego
oczyszczania preparatu. Wykorzystujac 6 mg odpowiedniego peptydu uzyskano w przypadku
FITC-P5: 0,5mg D1 0,7 mg D2, a w przypadku FITC-F5: 0,75 mg El i 0,25 mg E2. Dzigki
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zastosowaniu proporcji peptydu do FITC wynoszacej 1 : 1,5 mozna bylo uzyska¢ pochodna
Z przylaczona jedna czasteczka fluoresceiny, cho¢ w reakcji otrzymano réwniez produkty
0 wyzszych masach (D2, E1, E2) Z uwagi na reakcj¢ prowadzong na wolnym peptydzie
otrzymane pochodne mimo pozadanej masy moga rdézni¢ si¢ miejscem przytaczenia FITC,
Z uwagi na to, ze peptydy bez oston grup funkcyjnych posiadaja kilka wolnych grup aminowych.

Otrzymane pochodne, FITC-P5 i FITC-F5 zostaly wykorzystane do badan nad
jakosciowa oceng szybko$ci transportu zwigzkéw do komorek grzybowych C. albicans
z zastosowaniem fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej (podrozdziat 3.13 i 4.3.13 niniejszej
rozprawy) oraz do ilo§ciowej oceny pobierania pochodnych przez komdrki grzybowe przy

wykorzystaniu cytometrii przeptywowej (podrozdziat 3.14 i 4.3.14 niniejszej rozprawy).

3.13 Jako$ciowa ocena szybkosci transportu FITC-P5 i FITC-F5
do komorek grzybowych z zastosowaniem fluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej

Do badan pozwalajacych na ilosciowe okreslenie mozliwosci transportu CPP i FMDP-
CPP wybrane zwigzki wyznakowano fluoresceing wg procedury opisanej w podrozdziale 3.12.

Hodowle nocng (16-18 h) komoérek C. albicans ATCC 10231, C. albicans SC5314,
C. albicans opt1A lub C. albicans opt12345ptr222A w podtozu YNB-SA odswiezano poprzez
rozcienczenie hodowli w podlozu YNB-SA do gestosci optycznej zawiesiny odpowiadajacej 108
kom./mL (ODeso=0,1) i inkubacje zawiesiny przez 5 h w temp. 30°C z wytrzgsaniem (200 rpm).
Po uzyskaniu komoérek w logarytmicznej fazie wzrostu ustawiano ponownie ODeggo=0,1.
W probowce typu Falcon o poj. 50 mL umieszczano 2 mL zawiesiny komorek oraz 20,2 puL
wodnego roztworu FITC-F5 lub FITC-P5S (I mg/mL, stezenie koncowe 10 pug/mL).
Przygotowywano rowniez kontrole negatywng zawiesiny komoérek bez dodatku badanego
zwigzku. Tak przygotowane probki inkubowano w temp. 30°C z wytrzasaniem (200 rpm). Po
uptywie 5 min, 15 min i30 min zawiesiny odwirowywano (4°C, 6tys. rpm, 10 min)
i przemywano dwukrotnie roztworem PBS (pH 7.4). Dodatkowo wykonywano barwienie
komorek jodkiem propidyny (PI). W tym celu po przemyciu komorek do porcji komorek
zawieszonej w 50 uL. PBS dodawano 3,2 pL roztworu PI (50 uM, stezenie koncowe 3 uM).
Probki inkubowano w temp. 30°C przez 20 min z wytrzgsaniem (200 rpm), a nast¢pnie
przeplukiwano trzykrotnie roztworem PBS. Tak przygotowane probki odwirowywano i komorki
zawieszano w 30 uL. PBS. Sporzadzano preparaty przezyciowe nanoszac 10 puL zawiesiny
komorek z probek kontrolnych oraz badanych wybarwionych/niewybarwionych PI na szkietko
podstawowe. Podczas catego eksperymentu stosowano ostone na probéwki typu Falcon i typu
Eppendorf oraz pracowano przy minimalnym zrodle $wiatla. Badania wykonywano w trzech,

niezaleznych powtorzeniach.
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3.14 TloSciowa ocena pobierania FITC-P5 i FITC-F5 przez komorki
grzybowe z zastosowaniem fluorescencyjnej cytometrii

przeptywowej

W oznaczeniu tym stosowano znakowane fluorescencyjnie peptydy P5 i F5 otrzymane
wg procedury opisanej w podrozdziale 3.12.

Hodowle nocng (16-18 h) komorek odpowiedniego szczepu (C. albicans ATCC 10231,
C. albicans SC5314, C. albicans optlA lub C. albicans opt12345ptr222A) w podtozu YNB-SA
ods$wiezano poprzez rozcienczenie hodowli w podtozu YNB-SA do gestosci optycznej zawiesiny
odpowiadajacej 10° kom./mL (ODego=0,1) i inkubacje¢ zawiesiny przez 5 h w temp. 30°C
z wytrzasaniem (200 rpm). Po uzyskaniu komorek w logarytmicznej fazie wzrostu ponownie
ustawiano ODgso=0,1. W probowce typu Falcon 0 poj. 50 mL umieszczano 4 mL zawiesiny
komorek oraz 40,4 uL wodnego roztworu FITC-F5 lub FIT-P5 (1 mg/mL, st¢zenie koncowe
10 pg/mL). Przygotowywano réwniez kontrol¢ negatywna zawiesiny komorek bez dodatku
badanego zwigzku. Tak przygotowane probki inkubowano w temp. 30°C z wytrzgsaniem
(200 rpm). Po uptywie 30 minut zawiesiny odwirowywano (4°C, 6 tys. rpm, 10 min)
i przemywano dwukrotnie roztworem PBS (pH 7.4). Dodatkowo wykonywano barwienie
komorek jodkiem propidyny (PI). W tym celu po przemyciu komorek, do porcji komorek
zawieszonej w 50 pL. PBS dodano 1,54 pL roztworu PI (50 uM, koncowe stgzenie 1,49 pM).
Probki inkubowano w temp. 30°C przez 20 min z wytrzgsaniem (200 rpm), a nastgpnie
przeptukano trzykrotnie roztworem PBS. Tak przygotowane probki odwirowywano i komorki
zawieszano w 400 puL PBS. W celu zliczenia komoérek z probek kontrolnych oraz badanych
wybarwionych/niewybarwionych PI umieszczano 200 uL zawiesiny w kuwecie cytometru
przeptywowego Calibur, tak by ostateczna liczba komodrek w zadanej objetosci byta nie mniejsza
niz 5 x 10°. Podczas catego eksperymentu stosowano ostone na probowki typu Falcon i typu
Eppendorf oraz pracowano przy minimalnym zrodle $wiatta. Badania wykonywano w trzech,

niezaleznych powtdrzeniach.

Wykonanie eksperymentow 3.12 + 3.14 bylo mozliwe dzigki odbyciu stazu zagranicznego
W School of Life Sciences, Jawaharlal Nehru University (New Delhi, Indie) pod opiekq
prof. Rajendry Prasada. Wyjazd stazowy zostal sfinansowany w ramach projektu ,, Rozwdj
interdyscyplinarnych studiow doktoranckich na Politechnice Gdanskiej w zakresie nowoczesnych
technologii” wspotfinansowanego przez Unig Europejskg w ramach Europejskiego Funduszu

Spotecznego.
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3.15 Okreslenie obecnosci inhibitora uwolnionego z koniugatu C5
w ekstrakcie bezkomorkowym z wykorzystaniem RP-HPLC

Hodowlg nocng (16-18 h) komoérek szczepu C. albicans ATCC 10231 w podtozu YPG
odswiezano poprzez rozcienczenie hodowli w podtozu YPG do gestosci optycznej zawiesiny
odpowiadajacej 10% kom./mL (ODss=0,1) i inkubacje zawiesiny przez ok. 3 h w temp. 30°C
z wytrzgsaniem (200 rpm). Po uzyskaniu komoérek w logarytmicznej fazie wzrostu (ODeso=0,1),
komorki trzykrotnie przemywano woda destylowang i ustawiano ODego=1,0 w buforze PBS
(pH 7.4) odpowiadajace ~10” kom./mL. W celu uzyskania ekstraktu bezkomorkowego, zawiesing
komérek poddawano mechanicznej dezintegracji poprzez wytrzasanie z porcja szklanych kulek.
Dezintegracja sktadala si¢ z nastepujacych po sobie naprzemiennie etapéw trwajacych 2 minuty
kazdy: ,,worteksowanie” (intensywne mieszanie) i chtodzenie (poprzez umieszczenie w lodzie).
Cykl powtarzano pigciokrotnie, a nastgpnie odwirowywano zawiesing z kulkami (4°C, 10 tys.
rpm, 20 min). Uzyskany supernatant przepuszczano przez filtr strzykawkowy o wielkosci porow
0,2 um wcelu usunigcia komorek, ktére nie ulegly dezintegracji. Supernatant — ekstrakt
bezkomorkowy umieszczano w lodzie.

W probowce typu Eppendorf umieszczano ekstrakt bezkomoérkowy oraz roztwor
badanego zwiazku (C, C5, P5, st¢zenie koncowe zwigzku: 185 uM) i prowadzono inkubacje przez
30 min w temp. 30°C. Proba kontrolna (wzorzec) sktadata si¢ z porcji buforu (pH 7.0) i roztworu
badanego zwiazku. Proba negatywna zamiast roztworu zwigzku zawierata odpowiednig ilos¢
wody. Po inkubacji ekstraktu bezkomoérkowego z badanym zwigzkiem do probek dodawano
200 pL 15% roztworu TCA i umieszczano w temp. 4°C w celu usunigcia z probki biatek. Po
uptywie 30 min probki odwirowywano (4°C, 10 tys. rpm, 15 min), a supernatant poddawano
reakcji derywatyzaciji.

W reakcji derywatyzacji zastosowano odczynnik sktadajacy si¢ z aldehydu ftalowego
(OPA) i kwasu 3-merkaptopropanowego (3MPA). Derywatyzacja z wykorzystaniem OPA/3MPA
pozwala na uzyskanie w bardzo krotkim czasie fluorescencyjnych produktow o wysokiej
intensywnosci, a takze ich rozdzielenie w temp. pokojowej. Jest to metoda prosta, a ponadto
niezwykle czuta (Dai i in. 2014).

Aby zapewni¢ najlepsze warunki derywatyzacji, odczynnik OPA/3MPA przygotowano
zachowujac przy tym stosunek molowy OPA : 3MPA rowny 1 : 50 (Mengerink i in. 2002),
areakcje derywatyzacji przeprowadzono przy zachowaniu proporcji OPA/3MPA : C/C5/P5
wiekszej lub rownej 20 : 1 (Molnar-Perl i Vasanits, 1999). Po etapie precypitacji biatek, 500 puL
supernatantu przenoszono do probowki typu Eppendorf i dodawano 500 pL odczynnika
OPA/3MPA o sktadzie: 100 uL roztworu OPA (MeOH, 5 mg/mL), 354,4 uL buforu boranowego
(0,1 M, pH 10.0), 15,6 uL 3MPA, 30 pL roztworu NaOH (5 N). Koncowe pH odczynnika
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wynosito 9.5. Poszczegoélne sktadniki odczynnika dodawano wedlug wymienionej wyzej
kolejnosci (Mengerink i in. 2002).

Probki po reakcji derywatyzacji analizowano za pomocg chromatografii cieczowej
w uktadzie faz odwroconych (RP-HPLC) z detektorem DAD i FLD. W tym celu po uptywie 7 min
(Molnar-Perl i Vasanits, 1999) od dodania odczynnika OPA/3MPA, probke przepuszczano przez
filtr strzykawkowy o wielko$ci porow 0,2 pm i dokonywano nastrzyku w ilosci 100 pL na
kolumne C18 (Zorbax Eclipse XDB C-18, 5 um, 250 x 4.6 mm, Agilent, 25°C). Jako eluent A
zastosowano 50 mM bufor octanowy o pH 5.0, jako eluent B - roztwor acetonitrylu. Program
elucji (min/A%): 0/72, 3/72, 27/55, 32/0, 37/0, 39/72, 47/72. Rozdziat trwat 47 min, przy
predkosci przeptywu eluentu: 1 mL/min. Detekcja: DAD - analiza roztworu peptydu: 224 nm,
analiza znakowanych produktow: 492 nm, FLD: wzbudzenie: 337 nm, emisja: 454 nm
(Mengerink i in. 2002). Zastosowano eluenty i program elucji zgodnie z procedurg opisang przez

Fabiani i wspotpracownikow (Fabiani i in. 2002).

3.16 Okreslenie obecnosci wolnego inhibitora uwolnionego z koniugatu
C5 po inkubacji komorek z wykorzystaniem RP-HPLC

W celu sprawdzenia czy koniugat C5 nie jest rozcinany zanim wejdzie do wnetrza
komorki i nie zostaje uwolniona cispentacyna, przeprowadzono eksperyment podobny do
opisanego podrozdzial wyzej (podrozdziat 3.15). Pominicto etap otrzymywania ekstraktu
bezkomorkowego, a odmtodzone, przemyte komorki zawieszano w buforze fosforanowo-
potasowym (pH 5.5) ustawiajac ggstos¢ optyczng zawiesiny ODeso=1,0 odpowiadajaca
10" kom./mL.

W probowce typu Eppendorf umieszczano zawiesing komorek oraz roztwor badanego
zwiazku (C, C5, PS5, stezenie koncowe zwigzku: 185 uM) i prowadzono inkubacj¢ przez 30 min
w temp. 30°C. Proba kontrolna (wzorzec) sktadata si¢ z porcji buforu (pH 5.5) i roztworu
badanego zwiazku. Proba negatywna zamiast roztworu zwiazku zawierata odpowiednia ilos¢
wody miliQ. Po inkubacji probki odwirowywano (20°C, 5 tys. rpm, 15 min), a supernatant
przepuszczono przez filtr strzykawkowy o wielkosci poréw 0,2 pm w celu usunigcia komorek.
Nastepnie do 500 uL supernatantu dodawano 200 uL 15% roztworu TCA i umieszczano w temp.
4°C w celu usunigcia z probki biatek. Po uptywie 30 min probki odwirowano (4°C, 10 tys. rpm,
15 min), a uzyskany supernatant poddawano reakcji derywatyzaciji.

W reakcji derywatyzacji zastosowano odczynnik sktadajacy si¢ z aldehydu ftalowego
(OPA) i kwasu 3-merkaptopropanowego (3MPA). Derywatyzacja z wykorzystaniem OPA/3MPA
pozwala na uzyskanie w bardzo krotkim czasie fluorescencyjnych produktow o wysokiej
intensywnosci, a takze ich rozdzielenie w temp. pokojowej. Jest to metoda prosta, a ponadto

niezwykle czuta (Dai i in. 2014).
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Aby zapewni¢ najlepsze warunki derywatyzacji, odczynnik OPA/3MPA przygotowano
zachowujac przy tym stosunek molowy OPA : 3MPA réwny 1 : 50 (Mengerink i in. 2002),
areakcje derywatyzacji przeprowadzono przy zachowaniu proporcji OPA/3MPA : C/C5/P5
wigkszej lub réwnej 20 : 1 (Molnar-Perl i Vasanits, 1999). Po precypitacji biatek, 500 pL
supernatantu przenoszono do probowki typu Eppendorf idodawano 500 pL odczynnika
OPA/3MPA o sktadzie: 100 uL roztworu OPA (MeOH, 5 mg/mL), 354,4 uL buforu boranowego
(0,1 M, pH 10.0), 15,6 pL 3MPA, 30 pL roztworu NaOH (5 N). Koncowe pH odczynnika
wynosito 9.5. Poszczegodlne sktadniki odczynnika dodawano wedlug wymienionej kolejno$ci
(Mengerink i in. 2002).

Probki po reakcji derywatyzacji analizowano za pomocg chromatografii cieczowe;j
w uktadzie faz odwroconych (RP-HPLC) z detektorem DAD i FLD. W tym celu po uptywie 7 min
(Molnar-Perl i Vasanits, 1999) od dodania odczynnika OPA/3MPA, probke przepuszczano przez
filtr strzykawkowy o wielkosci poréw 0,2 pm i dokonywano nastrzyku w ilosci 100 pL na
kolumne C18 (Zorbax Eclipse XDB C-18, 5 um, 250 x 4.6 mm, Agilent, 25°C). Jako eluent A
zastosowano 50 mM bufor octanowy o pH 5.0, jako eluent B - roztwor acetonitrylu. Program
elucji (min/A%): 0/72, 3/72, 27/55, 32/0, 37/0, 39/72, 47/72. Rozdziat trwal 47 min, przy
predkosci przeptywu eluentu: 1 mL/min. Detekcja: DAD - analiza roztworu peptydu: 224 nm,
analiza znakowanych produktow: 492 nm, FLD: wzbudzenie: 337 nm, emisja: 454 nm
(Mengerink i in. 2002). Zastosowano eluenty i program elucji zgodnie z procedurg opisang przez

Fabiani i wspotpracownikow (Fabiani i in. 2002).

Analiza prébek z zastosowaniem HPLC opisana w porozdziatlach 3.15 i 3.16 zostala
przeprowadzona pod opiekq dr Katarzyny Kozltowskiej-Tylingo z Katedry Technologii Lekow
i Biochemii WCH PG. Oznaczenia zostaly wykonane z wykorzystaniem zestawu do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) Agilent 1200 Series bedgcego wyposazeniem
laboratorium badawczego Centrum Doskonatosci ,, ChemBioFarm” (WCH PG), ktorego zakup
zostal czeSciowo sfinansowany z funduszy strukturalnych Unii Europejskiej w ramach

Sektorowego Programu Operacyjnego — Wzrost Konkurencyjnosci Przedsigbiorstw.
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4.  OMOWIENIE i DYSKUSJA WYNIKOW

Badane przeze mnie oligopeptydowe zwiazki przeciwgrzybowe zawieraly w swojej
strukturze jeden z czterech inhibitorow enzymatycznych o strukturze aminokwasowej.
Sktadnikiem aktywnym (,,warhead”) wigkszosci z tych zwigzkow byt FMDP — silny inhibitor
enzymu syntazy GIcN-6-P (EC 2.6.1.16). Wystepuje on jako C-koncowy aminokwas dipeptydu
Nva-FMDP i tripeptydu Lys-Nva-FMDP oraz jako N-koncowy aminokwas w koniugatach
Z peptydami uznawanymi za tzw. peptydy penetrujace (CPP). Oprécz koniugatow z FMDP na N-
koncu wykorzystano rowniez koniugaty peptydu P1 i P5 z innymi inhibitorami enzymatycznymi,
BADP i cispentacyng. BADP jest stabszym niz FMDP inhibitorem syntazy GlcN-6-P
— charakteryzuje si¢ znacznie nizszymi warto$ciami ICso wobec syntazy GIcN-6-P. Cispentacyna
jest cykliczng pochodna B-aminokwasu i charakteryzuje si¢ wysoka aktywnoscia skierowanag
przeciwko grzybom z gatunku C. albicans — stwierdzong zaréwno in vitro jak i in vivo — nie
wywotujac przy tym cytotoksycznosci w badanym zakresie st¢zen (Konishi i in. 1989; OKki i in.
1989). Grupa Capobianco i wspotpracownikéw zaproponowala, ze mechanizm dziatania
cispentacyny jest oparty na kilku celach molekularnych (Capobianco i in. 1993), natomiast
przyjmuje sig, ze cispentacyna i jej pochodne sg inhibitorami syntazy Ile-tRNA" (EC 6.3.4.19),
co skutkuje zahamowaniem syntezy biatek w konsekwencji prowadzac do $mierci komorek
grzybowych (Espinel-Ingroff, 2009). Z uwagi na mato efektywny transport FMDP i BADP do
komorek grzybowych, zwiazki te posiadaja niewielka aktywno$¢ przeciwgrzybowa in vitro
(Milewski, 2002).

Wszystkie koniugaty peptydow z inhibitorami, ktére byly przedmiotem moich badan, aby
mogly wykazywaé dziatanie przeciwgrzybowe, muszg wnikng¢ do wnetrza komorek
grzybowych, gdzie powinna zosta¢ uwolniona znajdujaca si¢ w ich sktadzie czasteczka inhibitora
enzymatycznego. Pierwszy element opisanego mechanizmu dziatania moze by¢ realizowany na
drodze transportu aktywnego za posrednictwem permeaz peptydowych lub na drodze transportu
niezaleznego od energii metabolicznej — biernej dyfuzji lub endocytozy. Droga pierwsza jest
dedykowana dla oligopeptydéw zbudowanych z niewielkiej liczby reszt aminokwasowych (2-8),
a druga dla specyficznej grupy peptydéw zwanych peptydami penetrujacymi (CPP). W swojej
pracy badatam peptydy nalezace do obu grup, ale charakter tych badan dla kazdej z tych dwoch
kategorii byt jakosciowo rozny. W przypadku peptydow transportowanych przez permeazy
zajetam si¢ glownie zjawiskiem specyficznej opornosci C. albicans na te zwiazki, natomiast dla
peptydow grupy drugiej zajmowatam si¢ glownie identyfikacjg czynnikéw determinujacych ich

aktywnos$¢ przeciwgrzybows.
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4.1 Rola genow OPT1-8 oraz PTR2 i PTR22 we wrazliwosci C. albicans
na di- i tripeptydowe zwigzki przeciwgrzybowe zawierajagce FMDP

Dysponujgc komoérkami C. albicans SC5314 oraz pochodzacymi od tego szczepu
mutantami delecyjnymi pozbawionymi poszczegélnych genow lub grup gendéw kodujacych
permeazy dedykowane do transportu krotkich peptydow (szczegolnie dipeptyddéw), PTR2, PTR22
oraz/lub genow kodujacych prawdopodobne permeazy oligopeptydowe: OPT1, OPT2, OPT3,
OPT4, OPT5, OPT6, OPT7, OPTS, a z drugiej strony — uzyskanymi w KTLiB oligopeptydami
zawierajacymi FMDP o znanej, wysokiej aktywnosci przeciwgrzybowej: Nva-FMDP i Lys-Nva-
FMDP, mogtam przeprowadzi¢ badania poréwnawcze ukierunkowane na okre$lenie roli w/w
genow we wrazliwosci C. albicans na oligopeptydy przeciwgrzybowe. Najistotniejszymi
elementami tych badan bylo poréwnanie aktywnos$ci peptydow-FMDP wobec mutantow
delecyjnych i macierzystego szczepu SC5314 w réznych podtozach oraz ustalenie zwigzku
pomigdzy szybko$cia pobierania oligopeptydow przez komorki, a aktywnoscia peptydow-FMDP

wobec tych komorek.

411 Aktywnos¢ Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP wobec mutantéw delecyjnych

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP wyznaczatam w trzech
podtozach: (a) buforowanym do pH = 7.0 podtozu RPMI-1640 rekomendowanym przez CLSI do
okreslania aktywnos$ci zwiazkow przeciwgrzybowych, ktérego sktad odpowiada warunkom
fizjologicznym w organizmie gospodarza; (b) podtozu minimalnym YNB z siarczanem amonu
jako zrédto azotu oraz (c) podtozu minimalnym YNB z glutaminianem sodu jako zrodto azotu.
Warunki prowadzenia tych oznaczen opisano w podrozdziale 3.6, warto jedynie wspomnie¢, ze
odczyt wynikéw oznaczen prowadzonych w dwoch pierwszych wymienionych podtozach byt
dokonywany po 24 h inkubacji, a dla podtoza YNB-GS, w ktorym wzrost komorek C. albicans
byt wolny — po 48 h. Uzyskane wartosci MICso oraz MICg dla szczepu dzikiego C. albicans
SC5314 oraz szeregu jego mutantow przestawiono w tabelach ponizej (tab. 5, tab. 6).

Wartosci MIC obu peptydow-FMDP wobec szczepu dzikiego SC5314 wyznaczone
w podtozach minimalnych YNB byly znaczaco nizsze (32-krotnie) od warto$ci otrzymanych
w podtozu RPMI-1640. Konkretna przyczyna tej rdznicy nie jest znana, jednakze warto
zauwazy¢, ze pH podtoza RPMI-1640 wynosi 7.0, podczas gdy pH obu podtoz YNB wynosi
okoto 5.0. Ponadto podtoze RPMI-1640 zawiera w swoim skladzie zestaw aminokwasoéw
biatkowych, ktorych brak jest w podtozach YNB. Oba te czynniki mogg mie¢ wplyw na
efektywnos¢ systemow transportu peptydéw (Basrai i in. 1992; Davies, 1980; Lubkowith i in.
1997), aw konsekwencji na aktywno§¢ peptydowych zwiazkow przeciwgrzybowych
wykorzystujacych permeazy peptydowe w dotarciu do celu molekularnego zlokalizowanego

w komorce.
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Tab.5  Aktywno$¢ Nva-FMDP wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314
1 szeregu jego mutantow delecyjnych.

Nva-FMDP RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*

Szczep C. albicans MICso | MICgo | MICso | MICg | MICso | MICgo
SC5314 4 8 0,125 | 0,25 | 0,25 | 0,25
opt1A 8 64 10125| 05 |0,125| 0,25
Opt2A opt3A 8 32 10,125 | 0,25 ] 0,125 | 0,125
opt4A 8 64 10,125 |0,125] 0,125 | 0,25
Opt5SA 8 32 0,25 | 0,25 | 0,125 | 0,25
Opt6A 4 64 10125 | 0,25 | 0,125 | 0,25
opt7A 8 64 10125| 0,25 | 0,25 | 0,25
opt8A 8 64 10125 | 0,25 | 0,125 | 0,25
optl-optbA 8 64 0,125 | 0,25 | 0,125 | 0,25
ptr2A ptr22A >>128 | >>128| >>16 | >>16 | >>16 | >>16
optl-optbA ptr2A ptr22A |>>128 | >>128] >>16 | >>16 | >>16 | >>16

Wartosci MIC przedstawiono w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

Tab.6  Aktywno$¢ Nva-FMDP wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314
i szeregu jego mutantow delecyjnych.

Lys-Nva-FMDP RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*

Szczep C. albicans MICso | MICgo | MICso | MICsgo | MICso | MICsgo
SC5314 4 8 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25
Opt1A 4 16 0,5 05 |0,125 | 0,25
Opt2A opt3A 4 16 0,5 05 |0,125 | 0,25
opt4A 4 16 0,25 | 05 |0,125| 0,25
Opt5A 4 16 0,5 05 |0,125| 05
Opt6A 4 16 0,5 05 |0,125 | 0,25
Opt7A 4 16 0,5 05 |0,125 | 0,25
opt8A 4 16 0,5 05 |0,125 | 0,25
opt1-opt5A 4 16 0,5 05 |0,125 | 0,25
ptr2A ptr22A >>128 | >>128| >>16 | >>16 | 0,125 | 0,125
opt1-optSA ptr2A ptr22A | >>128 | >>128| >>16 | >>16 | >>16 | >>16

Warto$ci MIC podano w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezef, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stgzeniu badanego zwigzku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

Na podstawie uzyskanych wynikoéw mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze delecja genow
OPT kodujacych permeazy oligopeptydowe nie miata wplywu na aktywno$¢ obu peptydow-

FMDP, co moze $wiadczy¢ o tym, ze peptydy te nie sg transportowane przez permeazy
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oligopeptydowe. Natomiast delecja genéw PTR skutkowata utratg wrazliwos$ci na dziatanie Nva-
FMDP i Lys-Nva-FMDP (w tym drugim przypadku w dwoch z trzech podtéz wykorzystywanych
w badaniach), co wskazuje, ze permeazy di-/tripeptydowe kodowane przez te geny sa
odpowiedzialne za transport badanych peptydow-FMDP. Brak pojedynczych mutantow ptr2A
i ptr22A uniemozliwil jednoznaczng identyfikacje konkretnej permeazy zaangazowanej
W transport  badanych  peptydéw, jednakze niedawne badania  Morschhéusera
I wspolpracownikow wykazaty, ze pojedyncze permeazy Ptr2 i Ptr22 r6znig si¢ specyficzno$cia
(Dunkel i in. 2013).

Catkowitg utrate wrazliwosci na dziatanie peptydow-FMDP stwierdzono dla mutanta
optl-optSA ptr2A ptr22A, co bylo zgodne z oczekiwaniami.

Zaskakujacym wynikiem jest zachowanie wrazliwosci na dziatanie Lys-Nva-FMDP (ale
nie na Nva-FMDP) mutanta ptr2A ptr22A w podtozu, w ktérym Zrédto azotu stanowi glutaminian
sodu (YNB-GS). Przyczyna tego zjawiska nie jest znana. Nie mozna wykluczy¢, ze w warunkach
panujacych w tym podtozu, w komoérkach nieposiadajacych genow PTR2 i PRT22 nastepuje
nadekspresja ktoregos z genow kodujacych jedna z permeaz oligopeptydowych, np. genu OPT1.
W swoich badaniach, grupa Morschhéusera zwrécita uwage na role jaka odgrywa permeaza
Optlp we wzroscie komorek grzybowych w podtozu zawierajacym tripeptyd LWL lub KFK
(Dunkel i in. 2013), co oznacza, ze moze ona transportowac tripeptydy zawierajgce aminokwasy
zasadowe. Weryfikacja tej hipotezy bedzie mozliwa po przeprowadzeniu badan poziomu

ekspresji genow, np. za pomocg RT-PCR.

4.1.2  Wplyw Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP na morfologie komorek szczepu C. albicans

SC5314 i wybranych mutantow delecyjnych

Wewnatrz komorek C. albicans, uwolniony z koniugatu FMDP inaktywuje enzym,
syntaze¢ GIcN-6-P, prowadzac do zahamowania syntezy skladnikow grzybowej $ciany
komoérkowej, chityny i mannoprotein (Milewski i in. 1988b; Milewski i in. 1991a). W rezultacie
objawia si¢ to aglutynacja komorek i utrata zdolnosci do tworzenia sept (przegrod) pomigdzy
komoérka macierzysta a potomng zbudowanych z chityny (Milewski i in. 1991a). Dzigki
przeprowadzeniu barwienia fluorescencyjnego z uzyciem Calcofluor White, wigzacego si¢
specyficznie z chityna, mozliwe bylo zaobserwowanie zmian w morfologii komoérek szczepu
SC5314 oraz wybranych mutantow delecyjnych po inkubacji komorek w obecnosci peptydow-
FMDP w stezeniu 10 pg/mL przez 5 h wedtug procedury opisanej w podrozdziale 3.7.

Komorki szczepu dzikiego SC5314 po inkubacji z Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP sa
zdeformowane oraz maja nieregularne ksztatty (fot. 1: b, c). Niektore komoérki sg wydtuzone
i potaczone z komorkami macierzystymi. Zahamowanie tworzenia przegréd uniemozliwia

roztaczenie komorki macierzystej i potomnej. W obecno$ci zarowno di- jak i tripeptydu komorki
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zlepiajg si¢ ze sobg tworzac agregaty, czego nie mozna zaobserwowac w przypadku komorek po

inkubacji w pozywce bez zwigzku (fot. 1: a).

- /
-~ o
/V
a) b) c)

Fot. 1 Wybarwione komorki SC5314 po inkubacji w pozywce YNB-GS: a) bez zwiazku,
b) w obecnosci Nva-FMDP, ¢) w obecnos$ci Lys-Nva-FMDP.

Mutant optl-optSA ptr2A ptr22A w badaniach oceny wrazliwosci (MIC) pozostawat
calkowicie oporny na dziatanic Nva-FMDP oraz Lys-Nva-FMDP we wszystkich rodzajach
podtozy (podr. 4.1.1, tab. 5, tab. 6). Opornos¢ ta zostata potwierdzona w tym badaniu. Komorki
inkubowane w obecno$ci peptydow w obu podtozach YNB-SA i YNB-GS zachowuja owalne

ksztatty i sg zdolne do podziatu. Mozna zaobserwowac tworzenie si¢ sept (fot. 2: a, b).

a) b)

Fot. 2 Wybarwione komorki opt1-optSA ptr2A ptr22A po inkubacji z Lys-Nva-FMDP:
a) w pozywce YNB-SA, b) w pozywce YNB-GS.

Stosunkowo zaskakujacym wynikiem uzyskanym w oznaczeniach aktywnosci in vitro
byta wrazliwo$¢ mutanta ptr2A ptr22A na Lys-Nva-FMDP w podtozu zawierajacym glutaminian
sodu (GS) jako zrodto azotu, podczas gdy wykazywat on opornos¢ na ten tripeptyd w podtozu
YNB-SA oraz w podtozu RPMI-1640 i okazat si¢ catkowicie oporny na Nva-FMDP w trzech
wykorzystanych podtozach (podr. 4.1.1, tab. 5, tab. 6). Wyniki te znalazly potwierdzenie
w obserwacji mikroskopowej. W przypadku mutanta ptr2A ptr22A, deformacje ksztattu komorek

1 tworzenie agregatow zaobserwowano wyraznie tylko w efekcie inkubacji komorek w obecnosci

75



Lys-Nva-FMDP w podtozu YNB-GS, podczas gdy w podltozu z SA komorki zachowatly
prawidlowy ksztatt (fot. 3: a, b). Obserwacje¢, ze mutant ptr2A ptr22A pozostaje wrazliwy na
toksyczny tripeptyd jedynie w podtozu, w ktorym zrodto azotu stanowi glutaminian sodu mozna
prawdopodobnie wytlumaczy¢ aktywacja w tych warunkach innych permeaz peptydowych,
prawdopodobnie typu OPT (Dunkel i in. 2013).

a) b)
Fot. 3  Wybarwione komorki ptr2A ptr22A po inkubacji z Lys-Nva-FMDP:
a) w pozywce YNB-SA b) w pozywce YNB-GS.
Uzyskane wyniki sg zgodne z otrzymanymi warto§ciami MIC dla szczepu wyjsciowego
i mutantéw delecyjnych. Potwierdzono wrazliwos¢ szczepu dzikiego C. albicans SC5314 oraz
catkowita oporno$¢ mutanta optl-optSA ptr2A ptr22A na testowane peptydy-FMDP, a takze
Wrazliwo$¢ mutanta ptr2A ptr22A na toksyczny tripeptyd, Lys-Nva-FMDP w podiozu YNB-GS.

4.1.3 Analiza jakosciowa i ilosciowa transportu oligopeptydow do komorek mutantow

delecyjnych

W celu stwierdzenia, czy zaobserwowane roéznice we wrazliwos$ci mutantow delecyjnych
na Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP moga by¢ konsekwencjg zdolnosci do pobierania
oligopeptyddw z podtoza za posrednictwem okreslonych permeaz, przeprowadzitam poréwnanie
szybko$ci pobierania peptydow modelowych, Ala-Ala, Ala-Ala-Ala oraz Ala-Ala-Ala-Ala przez
komorki grzybowe szczepu dzikiego C. albicans S5314 oraz szeregu jego mutantow delecyjnych:
OptlA, opt2A opt3A, optdA, optSA, OptbA, opt7A, opt8A, optl-opt5A, optl-optSA ptr2A ptr22A,
ptr2A ptr22A, pozbawionych genow kodujacych permeazy PTR i/lub OPT. St¢zenie poczatkowe
peptydow modelowych podczas tych oznaczen wynosito 100 uM. W celu oszacowania szybkos$ci
poczatkowych pobierania tych peptydow przez komorki zmierzono zmiany stezenia
oligopeptydow modelowych.

Na ponizszym rysunku (rys. 22) umieszczono przyktadowy wykres przedstawiajacy
zmiany stezenia modelowego dipeptydu w zawiesinach komorek szczepu dzikiego i trzech
mutantéw delecyjnych. Szybkosci poczatkowe tych procesOw wyznaczano wykreslajac styczne

do krzywych w czasie 0-5 min. Mozna zaobserwowac¢ bardzo zblizong szybko$¢ pobierania Ala-
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Ala w przypadku komoérek SC5314 i mutanta opt1-opt5A. Komorki mutantow opt1-optSA ptr2A
ptr22A oraz ptr2A ptr22A nie byly zdolne do pobierania dipeptydu.
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Rys. 22 Wykres zaleznosci stgzenia peptydu Ala-Ala od czasu dla wybranych szczepow, szczepu
dzikiego C. albicans SC5314 i mutantéw delecyjnych: optl-opt5A, optl-optSA ptr2A ptr22A,
ptr2A ptr22A w 1% roztworze glukozy w buforze fosforanowo-potasowym o pH 5.0.

Podobne oznaczenia wykonano dla wszystkich rodzajow komorek i trzech rodzajow
peptydow modelowych. Kazde oznaczenie wykonywano co najmniej trzykrotnie. Zestawienie
wyznaczonych warto$ci szybkosci poczatkowych + SD przedstawiono w postaci wykresow
stupkowych (rys. 23-25). Dane wyrazono w nmol/min/mg suchej masy.

Przeprowadzenie rownoleglych prob w obecnosci inhibitora metabolicznego, azydku
sodu pozwolito potwierdzi¢, ze pobieranie badanych peptydow przez komorki odbywa si¢ na
drodze transportu aktywnego.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze mutanty ptr2A ptr22A oraz optl-
OptSA ptr2A ptr22A nie transportujg dipeptydu Ala-Ala (rys. 23) i tripeptydu Ala-Ala-Ala
(rys. 24), podczas gdy pozostate badane mutanty pobierajg te peptydy ze zblizong szybkoscia,
ktora nie rdzni si¢ zasadniczo od szybkosci ich pobierania przez komorki SC5314. Wynika z tego,
ze transport peptydow Ala-Ala i Ala-Ala-Ala jest realizowany przez komorki zawierajace geny
PTR2 iPTR22, natomiast brak genow OPT nie ma wplywu na ten transport. Wyniki
wczesniejszych badan Basraiego i in. oraz Dunkela i in., wskazaty, ze permeazy Ptr2 i/lub Ptr22
odgrywaja kluczowa rolg w transporcie di- i tripeptydow (Basrai i in. 1995; Dunkel i in. 2013).
Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzaja te wnioski. Ponadto, Davies i Moneton wraz ze
wspotpracownikami zwrocili uwage na istnienie wspolnego systemu transportu di- i tripeptydow

(Davies, 1980; Moneton i in. 1986).
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Poczatkowa szybko$¢ transportu

Rys.

Poczatkowa szybkos$¢ transportu

Rys.

[nmol-mint.mg suchej masy?]

23

[nmol-mint.mg suchej masy?]

24

Ala-Ala

Wykres stupkowy przedstawiajacy wartosci poczatkowej szybkos$ci
transportu Ala-Ala do komorek szczepu dzikiego i mutantow delecyjnych
w 1% roztworze glukozy w buforze fosforanowo-potasowym o pH 5.0.
Na wykresie naniesiono odchylenia stadardowe.

Ala-Ala-Ala

12+

10+

Wykres stupkowy przedstawiajacy wartosci poczatkowej szybkosci transportu
Ala-Ala-Ala do komorek szczepu dzikiego i mutantow delecyjnych

w 1% roztworze glukozy w buforze fosforanowo-potasowym o pH 5.0.

Na wykresie naniesiono odchylenia stadardowe.
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Ala-Ala-Ala-Ala
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Rys. 25 Wykres stupkowy przedstawiajacy wartosci poczatkowej szybkosci transportu
Ala-Ala-Ala-Ala do komorek szczepu dzikiego i mutantéw delecyjnych
w 1% roztworze glukozy w buforze fosforanowo-potasowym o pH 5.0.
Na wykresie naniesiono odchylenia stadardowe.

Warto zwréci¢ uwage na zalezno$¢ szybkosci poczatkowych transportu oligopeptydow
alaninowych od wielkosci tych peptydow: szybkosci te zmniejszaja si¢ wraz ze wzrostem
dtugosci tancucha peptydowego.

W przypadku tetrapeptydu Ala-Ala-Ala-Ala mozna zauwazy¢, ze jest on pobierany przez
komorki SC5314, mutanty pozbawione gendéw od OPT2 do OPT8 oraz mutanta ptr2A ptr22A
(rys. 25). Natomiast mutanty, u ktérych usunieto gen OPTL, czyli optlA, optl-opt5A i optl-
OptSA ptr2A ptr22A utracity zdolno$¢ do pobierania tetrapeptydu. Uzyskane wyniki wskazujg
zatem na istotng role permeazy Optl kodowanej przez gen OPT1 w transporcie (Ala)s, choé¢
pomiedzy wspomnianymi szczepami mozna zauwazy¢ niewielkie roznice w szybkosci transportu
zwigzku. Szczegolnie dotyczy to mutantow OptlA i optl-optbA, co mozna wytlumaczyé
niewielkim wplywem pozostatych permeaz oligopeptydowych OPT2-OPT5 na proces pobierania
badanego peptydu. Warto zwrdci¢ uwage na dane dotyczace mutanta pozbawionego genow
permeaz di- i tripeptydowych oraz oligopeptydowych optl-optSA ptr2A ptr22A. Komorki
mutanta nie sg zdolne do transportu peptydow modelowych, co sugeruje brak w komorkach
C. albicans systemow transportu peptydéw innych niz PTR2/PTR22 oraz OPT1/OPT2/OPT3,
a geny OPT6, OPT7, OPT8 i OPT9 nie koduja permeaz peptydowych. Do podobnych wnioskéw
doszli rowniez Morschhéduser i wspotpracownicy (Dunkel iin. 2013; Reup i Morschhauser,

2006).
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4.2  Charakterystyka fenotypu komorek C. albicans izolowanych
zZ kolonii wyrastajacych wewnatrz stref zahamowanego wzrostu

We wczesniejszych publikacjach réznych autoréw dotyczacych przeciwgrzybowych
oligopeptydow transportowanych przez permeazy peptydowe wskazywano na zjawisko pozornej
lub rzeczywistej opornosci specyficznej C. albicans na te zwigzki, przejawiajace si¢ w postaci
kolonii drozdzakow wyrastajacych wewnatrz stref zahamowanego wzrostu (Andruszkiewicz i in.
1990; Milewski i in. 1988a; Payne i Shallow, 1985; Yadan i in. 1984). Z badan prowadzonych
w KTLiB WCH PG na poczatku lat 90-tych ubiegtego wieku wynikato, ze kolonie C. albicans
uzyskane z hodowli komorek poddanej dziataniu Nva-FMDP izolowano z czgstotliwoscig 55:10°,
w przypadku tripeptydu Met-Met-FMDP — 3:10°, natomiast w przypadku tetrapeptydu Met-Met-
Met-FMDP z czestotliwoscig 12:10° (Milewski i in. 1988a). Za czestotliwo$¢ spontanicznych
mutacji wystepujacych naturalnie w srodowisku u wszystkich organizméw zywych przyjmuje si¢
1:10° -1:108, jednak w duzej populacji komorek poddanych dziataniu czynnika selekcjonujacego
mutacje moga zachodzi¢ czg¢$ciej, by zapewni¢ przezycie komorek dzigki wygenerowaniu
opornosci (Dworecka-Kaszak, 2010). Nie wiadomo jednak czy rzeczywiscie komorki izolowane
z kolonii posiadaja cechg opornosci, a jesli tak, to czy ma ona trwaly charakter bedacy
konsekwencjg mutacji konkretnego genu.

Podjetam  badania  ukierunkowane na
wyjasnienie tych watpliwosci, polegajace na
charakterystyce fenotypu komoérek C. albicans
izolowanych z kolonii wewnatrz stref zahamowanego
wzrostu w wyniku dziatania Nva-FMDP (fot. 4)
i Lys-Nva-FMDP.

Kolonie, ktére wyrosty na ptytkach

zawierajgcych przeciwgrzybowy di- lub tripeptyd  por 4 Pojedyncze kolonie mutantow
spontanicznych uzyskane w strefie

trzykrotni 7 tozu statym YNB-
byty trzykrotnie pasazowane na podtozu statym wokol krazka z Nva-FMDP (15 pig).

SA zawierajacym ten sam badany zwiazek
(10 pg/mL), a nastepnie do dalszych badan pasazowane na podtozu bez zwigzku. Potencjalne
mutanty spontaniczne hodowano w podtozu minimalnym YNB z SA, aby uniemozliwi¢ powrot

do stanu wyjsciowego i zanik oporno$ci. Procedur¢ opisano w podrozdziale 3.8 niniejszej

rozprawy.
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4.2.1 Opornos¢ mutantow spontanicznych szczepu C. albicans SC5314 na Nva-FMDP

i Lys-Nva-FMDP

Okreslenie opornosci na badane zwigzki zostalo przeprowadzone wedtug procedury
opisanej w podrozdziale 3.6 w jednym podtozu, YNB-SA, z uwagi na duza liczbg potencjalnych
mutantéw i przesiewowy charakter pierwszych oznaczen.

Znaczaca wigkszo$¢ otrzymanych kolonii charakteryzowatla si¢ identyczng lub bardzo
zblizong do szczepu wyjsciowego C. albicans SC5314 wrazliwoscig na peptydy-FMDP. Podczas
badan prowadzonych w KTLiB WCH PG na poczatku lat 90-tych ubiegtego wicku
zaobserwowano, ze niektore z kolonii C. albicans wyrostych z komoérek poddanych dziataniu
di-, tri- i tetrapeptydu zawierajacego FMDP nie rosty w kolejnym pasazu na podtozu z badanym
zwiazkiem. Ponadto, zdolno$¢ do wzrostu na podtozu ze zwigzkiem zanikata po dwukrotnym
pasazu komorek w podtozu pelnym (Zieniawa i in. 1991, dane niepublikowane). Podobne
rezultaty otrzymali Payne i Shallow izolujac mutanty spontaniczne oporne na peptydowe analogi
bacylizyny, polioksyny inikkomycyny. Wigkszo$¢ z uzyskanych metoda krazkowa
potencjalnych mutantow tracito uprzednio nabyta opornos$¢ (Payne i Shallow, 1985).

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach, z 200 wyizolowanych kolonii
potencjalnych mutantéw spontanicznych (po 100 dla kazdego peptydu przeciwgrzybowego)
sze$¢ z nich charakteryzowato si¢ opornoscig na badane zwigzki, Nva-FMDP i/lub Lys-Nva-
FMDP. Dla obu grup izolatow, u ktorych zidentyfikowano oporno$¢ na badane zwigzki
w podtozu YNB-SA, po dziesigciu pasazach w podtozu YNB-SA, wyznaczono warto$ci MIC we
wszystkich trzech podtozach (RPMI-1640, YNB-SA, YNB-GS). Wyniki zestawiono w tabelach
ponizej (tab. 7, tab. 8). 1zolaty oporne na Nva-FMDP oznaczono ,,n”, natomiast izolaty oporne na
Lys-Nva-FMDP oznaczono ,,In”. W tabelach przedstawiono réwniez wartosci MIC uzyskane dla
szczepu wyjsciowego, C. albicans SC5314.

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna zaobserwowaé zdecydowanie wyzsze
warto$ci MIC uzyskane dla mutantow spontanicznych w podiozu YNB-SA w poréwnaniu do
szczepu dzikiego, C. albicans SC5314. Izolaty grup ,,n” i ,,In” mimo, ze zostaly wyizolowane
z podtoza zawierajacego odpowiednio Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP charakteryzuja si¢
opornoscig na oba badane peptydy, Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP, przy czym izolaty nl i n2 sa
bardziej wrazliwe na tripeptyd niz dipeptyd, natomiast izolaty In4 i In5 sa w bardzo zblizonym
stopniu oporne na oba zwigzki. Co ciekawe izolat In6 jest bardziej oporny na Nva-FMDP niz na
Lys-Nva-FMDP mimo, ze zaktadano, ze b¢dzie bardziej wrazliwy na Nva-FMDP, z uwagi na to,

ze zostal wyizolowany z podtoza zawierajacego tripeptyd.
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Tab. 7 Aktywnos¢ Nva-FMDP wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314
i potencjalnych mutantéw spontanicznych.

Nva-FMDP RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*

C. albicans MICso | MICg | MICsp | MICgo | MICso | MICg
nl 128 | >128 | >>16 | >>16 | 0,125 | 0,25
n2 16 128 | >>16 | >>16 | 0,125 1
n3 64 128 >16 >16 | 0,063 | 0,25
In4 8 64 | >>16 | >>16 1 1
In5 16 4 >>16 | >>16 | 05 1
In6 64 | >128 | >>16 | >>16 | 0,25 | 0,25
SC5314 4 8 |0125] 0,25 | 0,25 | 0,25

Wartosci MIC przedstawiono w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen

* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

Tab. 8 Aktywno$¢ Lys-Nva-FMDP wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314
i potencjalnych mutantéw spontanicznych w trzech rodzajach podtozy.

Lys-Nva-FMDP RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*
C. albicans MICso | MICg | MICsp | MICgo | MICso | MICg
nl 128 | >128 16 >16 | 0,25 | 0,25
n2 8 64 16 >16 | 0,25 | 0,25
n3 64 128 8 >16 | 0,125 | 0,25
In4 8 64 | >>16 | >>16| 05 0,5
In5 16 64 >>16 | >>16 1 1
In6 64 >128 16 >16 | 0,25 | 0,25
SC5314 4 8 0,25 | 025 1| 0,25 | 0,25

Wartosci MIC przedstawiono w pg/mL.
>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwigzku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen
* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h
Krzyzowa opornos¢ komorek na rézne peptydy zostala juz wczedniej zaobserwowana
przez Payna i Shallowa, ktérzy badali mutanty spontaniczne niewrazliwe na tetaing, nikkomycyne
i polioksyne (Payne i Shallow, 1985). Podobnie grupa Milewskiego otrzymata mutanty
spontaniczne oporne natoksyczny tripeptyd Met-Met-FMDP, ktore charakteryzowaty sie rowniez
opornoscig na pozostate badane peptydy-FMDP, w tym Nva-FMDP (Milewski i in. 1988b).
Oporno$¢ otrzymanych mutantéw spontanicznych prawdopodobnie jest zwigzana
z brakiem transportu badanych zwigzkéw, di- i tripeptydow przez permeazy PTR, Ptr2 i/lub
Ptr22. Mozliwe, ze zaszly zmiany w obrebie gendw, jednak bardziej prawdopodobnie mutacja
polega na zmianie sposobu regulacji pracy permeaz PTR.

82



Wartosci MIC wobec mutantéw spontanicznych oznaczane w podtozu RPMI-1640 sa
wyzsze niz dla szczepu dzikiego, jednak w wigkszos$ci przypadkdéw nie przekraczaja
maksymalnego st¢zenia stosowanego w doswiadczeniu.

Warto zwrdci¢ uwage na brak wyraznych réznic w otrzymanych wartosciach MIC
migdzy izolatami a szczepem dzikim w przypadku podioza YNB-GS. Jak wspomniano
w podrozdziale 4.1, prawdopodobnie w obranych warunkach do$wiadczalnych nastepuje
ekspresja genow permeaz peptydowych innych niz PTR2 i PTR2, takich jak OPT1. Produkt tego
genu, permeaza Optl odpowiada nie tylko za transport oligopeptydow, ale moze rowniez
odpowiadac¢ za transport di- i tripeptydow (Dunkel i in. 2013). Warto przywotac tutaj obserwacje
dotyczace badan poswigconych mutantom delecyjnym (podr. 4.1). Mutant ptr2A ptr22A choc¢
pozbawiony genéw PTR2 i PTR22 charakteryzowal si¢ wrazliwoscia na tripeptyd Lys-Nva-
FMDP w jednym podtozu, wiasnie YNB-GS.

Przedstawione powyzej wyniki sugeruja réwniez duzy wplyw rodzaju podloza na
powstawanie i utrzymywanie si¢ wyraznej opornosci na badane toksyczne peptydy-FMDP. Aby
oceni¢ trwato§¢ cechy opornosci zaobserwowanej dla szeSciu mutantéw spontanicznych
w podtozu minimalnym YNB-SA, przeprowadzono pasazowanie komoérek w podtozu bogatym,
zawierajacym oligopeptydy (YPG). Po dziesigtym pasazu oznaczono wartosci MIC w trzech
rodzajach podlozy. Wyniki przedstawiono w tabelach ponizej (tab. 9, tab. 10). Mutanty po
pasazowaniu oznaczono ,,  ”, a wyniki odbiegajgce od uzyskanych przed pasazowaniem (tab. 7,

tab. 8) oznaczono pogrubiona czcionka.

Tab. 9 Aktywno$¢ Nva-FMDP wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314
i potencjalnych mutantéw spontanicznych (po 10 pasazach w podtozu YPG).

Nva-FMDP RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*

C. albicans MICso | MICgy | MICsy | MICgo | MICso MICg
nl’ 128 | >128 | >>16 | >>16 | 0,25 0,5
n2’ 16 128 >16 >16 0,25 0,5
n3’ 16 64 0,5 8 0,063 | 0,125
In4’ 2 4 0,125 | 0,125 | 0,125 1
In5° 4 4 0,125 0,125| 0,25 1
In6’ 64 >128 | >>16 | >>16 | 0,125 0,25
SC5314 4 8 0,125 | 0,25 0,25 0,5

Wartosci MIC przedstawiono w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie st¢zen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwigzku zblizona do wartosci absorbancji kontroli hodowli
> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie st¢zen

* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h
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Tab. 10 Aktywno$¢ Lys-Nva-FMDP wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314
i potencjalnych mutantéw spontanicznych (po 10 pasazach w podtozu YPG).

Lys-Nva-FMDP RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*
C. albicans MICso | MICg | MICsp | MICgo | MICso | MICg
nl’ 128 | >128 16 >16 | 0,125 | 0,25
n2’ 8 128 8 >16 | 0,125 | 0,25
n3’ 16 64 1 16 10,125| 0,5
In4’ 2 4 0,25 0,5 0,5 1
In5’ 4 4 0,25 0,5 1 1
In6’ 128 | >128 16 >16 | 0,125 | 0,25
SC5314 4 8 0,25 | 0,25 | 0,25 0,5

Wartosci MIC przedstawiono w pg/mL.
> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie st¢zen
* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

Dane przedstawione w tab. 9 i tab. 10 wskazujg, ze polowa z wyselekcjonowanych
izolatéw (potencjalnych mutantéw spontanicznych) po dziesigciu pasazach w podtozu YPG,
bogatym w peptydy, tracito cech¢ opornosci na oba peptydy-FMDP, Nva-FMDP i Lys-Nva-
FMDP. Warto zwroci¢ uwage na izolaty nl, n2 i In6, w przypadku ktérych otrzymano zblizone
wartosci MIC do tych sprzed pasazowania. Izolaty te charakteryzujg si¢ duzo trwalszg cecha
oporno$ci i mozna z duzym prawdopodobienstwem przypuszczaé, ze s one rzeczywistymi
mutantami, tzn. w ich genomie nastgpita zmiana, w wyniku ktoérej nabyly trwala ceche
fenotypowa w postaci oporno$ci na Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP, z tym zastrzezeniem, ze cecha

ta nie ujawnia si¢ w podtozu YNB-GS.

4.2.2 Poczgtkowa szybkos¢ pobierania Nva-FMDP, Lys-Nva-FMDP i peptydow
modelowych przez komorki mutantow spontanicznych

Po okresleniu stopnia opornosci na badane peptydy-FMDP, Nva-FMDP i Lys-Nva-
FMDP w trzech rodzajach podlozy, a takze okresleniu trwalosci cechy opornosci po
dziesigciokrotnym pasazowaniu komoérek w podtozu YPG dokonano dalszej charakterystyki
szesciu uzyskanych izolatéw przypuszczalnych mutantdow i wyznaczono poczatkowe szybkosci
transportu peptydow modelowych i peptydow-FMDP do ich komorek.

Podczas odmtadzania komoérek izolatdow zastosowano podloze YNB-SA, aby
uniemozliwi¢ utrate cechy opornosci badanych komoérek. Komorki po inkubacji w podiozu
minimalnym byty dodatkowo ,,gtodzone” poprzez 1-godzinng inkubacje w buforze potasowo-
fosforanowym o pH 5.0 w temp. 30°C, co powinno stymulowa¢ komorki do pobierania badanego
zwiagzku, oczywiscie o ile posiadajg odpowiednie aktywne permeazy.

Wartosci wyznaczonych szybkosci poczatkowych przedstawiono na wykresach ponizgj

(rys. 26 - rys. 30). Z uwagi na zastosowane podloze (podtoze minimalne YNB), wartosci
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poczatkowych szybkosci transportu peptydow modelowych przez komorki izolatéw réznia sie od
warto$ci uzyskanych dla mutantéow delecyjnych (podiloze bogate YPG). Dotyczy to réwniez
szczepu dzikiego C. albicans SC5314.

Ala-Ala

Poczatkowa szybko$é transportu
[nmol-mint-mg suchej masy]
N
1

SC nl n2 n3 In4 In5 In6

Rys. 26 Szybkosci poczatkowe transportu Ala-Ala
do komorek szczepu dzikiego (SC) i izolatow.

Nva-FMDP

[nmol-min®-mg suchej masy]
N
1

Poczagtkowa szybko$é transportu

SC nl n2 n3 In4 In5 In6

Rys. 27 Szybkosci poczatkowe transportu Nva-FMDP
do komorek szczepu dzikiego (SC) i izolatow.
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Poczatkowa szybko$é transportu

[nmol-mint.mg suchej masy]

Rys. 28

Poczatkowa szybko$é transportu

[nmol-mint.mg suchej masy™]

Rys. 29

Poczatkowa szybkos$é transportu

[nmol-mint.mg suchej masy]

Ala-Ala-Ala

0_
SC nl n2 n3 In4 In5 In6

Szybkosci poczatkowe transportu Ala-Ala-Ala
do komorek szczepu dzikiego (SC) i izolatow.

Lys-Nva-FMDP

04
SC nl n2 n3 In4 In5 In6

Szybkosci poczatkowe transportu Lys-Nva-FMDP
do komorek szczepu dzikiego (SC) i izolatow.

Ala-Ala-Ala-Ala

0_
SC nl n2 n3 In4 In5 In6

Rys. 30  Szybkosci poczatkowe transportu Ala-Ala-Ala-Ala

do komorek szczepu dzikiego (SC) i izolatow.
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Dane przedstawione na rys. 26 wskazuja na to, ze komorki izolatow nl, n2, n3 i In6
wykazujg jedynie sladowa zdolnos¢ do transportu Ala-Ala, podczas gdy w przypadku komorek
In4 oraz In5 zdolno$¢ ta jest pordéwnywalna ze zdolnoscig szczepu SC5314.

Dos¢ nieoczekiwanie, znaczaca redukcja zdolnosci do transportu dipeptydu modelowego
nie znajduje catkowitego potwierdzenia w postaci analogicznej redukcji zdolnosci do transportu
dipeptydu Nva-FMDP (rys. 26, rys. 27). Redukcje tej zdolnosci do poziomu poréwnywalnego
z warto$cig uzyskang dla Ala-Ala stwierdzono jedynie w przypadku izolatu In6; u izolatow nl
in2 stopien redukcji byl duzo mniejszy, natomiast izolat n3 transportowal Nva-FMDP
Z szybkoscia prawie identyczng jak SC5314.

Zaden z badanych izolatow nie wykazywat istotnie zredukowanej zdolnosci do transportu
tripeptydu modelowego Ala-Ala-Ala (rys. 28), natomiast u wszystkich mozna bylo
zaobserwowa¢ zredukowang o 30-50% zdolno$¢ do transportu tripeptydu Lys-Nva-FMDP.
Z kolei zdolno$¢ do transportu modelowego tetrapeptydu Ala-Ala-Ala-Ala dla wigkszosci
izolatow byla podobna jak szczepu SC5314, a w przypadku izolatow nl i In6 o okoto 30%
wicksza.

W podsumowaniu wynikéw badan opisanych w tym paragrafie, za najbardziej
jednoznaczne uzna¢ mozna dane dotyczace izolatu In6. Wykazuje on bardzo silnie zredukowang
zdolnos¢ do transportu dipeptydow, nieco zredukowang zdolnoscig do transportu tripeptydu Lys-
Nva-FMDP, przy niezmienionej szybko$ci pobierania Ala-Ala-Ala i zwigckszonej szybkosci
pobierania Ala-Ala-Ala-Ala (rys. 31).

In6

Poczatkowa szybkos¢ transportu
[nmol-mint-mg suchej masy?]
(6]
}

0-
AA AAA AAAA NF LNF

Rys. 31 Poréwnanie poczatkowych szybkosci transportu Ala-Ala (AA), Ala-Ala-Ala (AAA),
Ala-Ala-Ala-Ala (AAAA), Nva-FMDP (NF), Lys-Nva-FMDP (LNF) do komorek
mutanta spontanicznego In6.
Biorac pod uwage fakt, ze izolat In6 jest prawdopobnie rzeczywistym mutantem (podr.
4.2.1), mozna z duzym prawdopodobienstwem zatozy¢, ze zmiana w jego genomie dotyczy

systemu transportu di- i tripeptydow PTR. Zmiana ta moze polega¢ na mutacji skutkujacej
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unieczynnieniem jednego z gendow — PTR2 lub PTR22 — lub mutacji w genie regulatorowym.
Wydaje si¢, ze ta druga mozliwos$¢ jest bardziej prawdopodobna z uwagi na stwierdzong wicksza
szybkos$¢ pobierania Ala-Ala-Ala-Ala, co moze by¢ spowodowane zwigkszong aktywnoscia
systemu transportu oligopeptydow OPT. Redukcja efektywno$ci pobierania dipeptydow
i niektorych tripeptydoéw z jednoczesnym zwickszeniem pobierania tetrapeptydow przez komorki
In6 potwierdza sugerowane we wczesniejszych publikacjach powigzanie pomiedzy systemami
PTR i OPT, takze pod wzgledem mechanizméw regulacyjnych. Otrzymane wyniki potwierdzaja
rowniez, ze permeazy OPT moga takze transportowac tripeptydy.

We weczesniejszych badaniach Yadan i wspolpracownicy zaobserwowali zwigzek
oporno$ci komorek na nikkomycyne Z z zakléconym transportem innych dipeptydow jak tetaina,
natomiast tripeptydy byty transportowane szybciej (Yadan i in. 1984). Grupa badawcza Mardera
zwrocita uwage na wadliwy transport dipeptydow i tripeptydow przez komoérki mutantéw oporne
na L-etionylo-L-alaning (Marder i in. 1978). Podobne wyniki uzyskat Milewski wraz ze
wspotpracownikami. Spontaniczne mutanty oporne na Nva-FMDP charakteryzowaty sie¢
ostabionym transportem dipeptydéw, natomiast w przeciwienstwie do obserwacji Yadana,
szybko$¢ pobierania badanych tripeptydow byta mniejsza (Milewski i in. 1988b).

W przypadku izolatow nl i n2, ktore sa prawdopodobnie tak jak In6, trwatymi mutantami,
zwiazek pomiedzy ich trwata opornoscia na peptydy-FMDP a ewentualng mutacja skutkujaca
zmianami w systemach transportu peptydow jest duzo mniej oczywisty, niz w przypadku In6.
Trzy pozostate izolaty, n3, In4 i In5 raczej nie sg rzeczywistymi mutantami, a stwierdzona
oporno$¢ na dziatanie peptydow-FMDP ma charakter przejSciowy. Natomiast pozostalych
194 izolatow pobranych z kolonii wyrastajacych wewnatrz stref zahamowanego wzrostu
(podr. 4.2.1) w ogole nie wykazato rzeczywistej opornosci.

Wyniki moich badan wskazujg zatem, ze tylko bardzo niewielka cze$¢ tzw. ,,mutantow
spontanicznych” izolowanych z kolonii wyrastajacych wewnatrz stref zahamowanego wzrostu
przez peptydy-FMDP to mutanty rzeczywiste. Identyfikacja zmian genetycznych w genomie
trzech wyizolowanych rzeczywistych mutantow pozwoli okre$li¢ charakter tych zmian. Badania

takie zostang wykonane w niedalekiej przysztosci w KTLiB WCH PG.

4.3  Peptydy penetrujace i ich koniugaty z inhibitorami enzymow jako
potencjalne zwigzki przeciwgrzybowe
4.3.1 Racjonalne projektowanie koniugatéow CPP z inhibitorami enzymatycznymi
7Z uwagi na ograniczenia towarzyszace dziataniu przeciwgrzybowych oligopeptydow
zawierajacych inhibitory enzymatyczne warta rozwazenia wydaje si¢ mozliwo$¢ konstrukcji
bardziej efektywnych potencjalnych antymykotykoéw, opartych na potgczeniu czasteczek
inhibitora z no$nikami molekularnymi wnikajagcymi do komorki bezposrednio, bez udziatu

permeaz peptydowych. Taki charakter maja peptydy penetrujace (CPP). W grupie badawczej
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KTLiB, ktorej jestem cztonkiem powstata koncepcja konstrukcji koniugatéw CPP z FMDP
i BADP (inhibitory syntazy GIcN-6-P) oraz cispentacyng (inhibitor syntazy Ile-tRNA'*).
Projektujac struktury tych koniugatow przyjeto zatozenie, ze jako nosniki inhibitoréw zostang
zastosowane oligopeptydy opisane w literaturze jako CPP, zbudowane z 5 — 10 reszt
aminokwasow o konfiguracji L, a inhibitory zostang przylaczone do ich N- lub C-konca
wigzaniem peptydowym. Przeprowadzitam badania aktywnosci biologicznej kilkanastu takich

koniugatow i ich wyjsciowych peptydow, otrzymanych w KChOrg WCH PG (podr. 3.2).

4.3.2  Aktywnosé¢ przeciwgrzybowa peptydow i ich koniugatow z FMDP, BADP i Cis-
pentacyng wobec szczepu C. albicans ATCC 10231
Aktywno$¢ przeciwgrzybowa zostata okreslona poprzez wyznaczenie minimalnego
stezenia badanych zwiazkow hamujacego wzrost komoérek szczepu C. albicans ATCC 10231
(parametr MICso, MICg0) W trzech rodzajach podtozy: RPMI-1640, YNB-SA i YNB-GS.
W badaniach, jako zwiagzek kontrolny zostat wykorzystany dipeptyd, Nva-FMDP (NF).
Sekwencje peptydow i ich koniugatéw z inhibitorami enzymow przedstawiono w tab. 11.

Uzyskane warto$ci MIC przedstawiono w tab. 12.

Tab. 11 Sekwencje peptydow P1-P8 i ich koniugatéw z FMDP,
BADP i cispentacyng (C) wykorzystanych w badaniach.

Sekwencja
P1 Val-Pro-Met-Leu-Lys
P2 Lys-Leu-Pro-Val-Met

P3 Lys-Lys-Val-Val-Phe-Trp-Val-Lys-Phe-Lys
P5 Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp

P6 Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro

P7 Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg

P8 Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys

F1 FMDP-Val-Pro-Met-Leu-Lys

F2 FMDP-Lys-Leu-Pro-Val-Met

F3 FMDP-Lys-Lys-Val-Val-Phe-Trp-Val-Lys-Phe-Lys
F5 FMDP-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp

F6 FMDP-Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro

F7 FMDP-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg
F8 FMDP-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys
Bl BADP-Val-Pro-Met-Leu-Lys

B5 BADP-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp

C5 C-Arg-Lys-Lys-Trp-Phe-Trp

Reszty aminokwasowe (aa) oznaczono kolorem czerwonym.
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Uzyskane wyniki wskazuja na brak aktywno$ci peptydow P1, P2, P5, P6, P7 i P8 we
wszystkich trzech rodzajach podtozy. Jedynym peptydem, ktory wykazuje aktywno$¢ wobec
komorek grzybowych jest dekapeptyd P3. Jego aktywnosc¢ jest w nieznacznym stopniu zalezna
od rodzaju stosowanego podtoza. Wedlug danych literaturowych peptyd P3, opisywany
w literaturze jako KSL-W, nalezy do grupy peptydéw penetrujacych (CPP) i zmniejsza
wirulencje¢ C. albicans in vivo, uniemozliwiajac adhezj¢ komorek i hamujac ich wzrost (Semlalia
1in. 2011). W przypadku peptydow P1, P2, P6, P7 i P8, rowniez sklasyfikowanych do grupy CPP,
nie stwierdzono aktywnosci wobec C. albicans, co jest zgodne z literaturg (Gomez i in. 2010;
Pujals i Giralt, 2008).

Lopez-Garcia i wspOlpracownicy badali peptyd okreslany jako PAF26 lub PKF26,
o sekwencji jak P5, jednak peptyd ten miat zmodyfikowane konce — acylowany N-koniec
i amidowany C-koniec i zostat zbudowany z D-aminokwas6w. Dla tego zwigzku uzyskano MICgs
w 20% podtozu Dixon (4% ekstrakt maltozowy, 0,6% Bacto Pepton, 1% glukoza, 1% Tween-80)
wobec komorek C. albicans ATCC 14053 wynoszacy 30 uM co odpowiada 29,7 pg/mL (Lopez-
Garcia i in. 2007). W odréznieniu do PAF26, wyniki oznaczania MIC peptydu P5 wskazuja na
brak jego aktywno$ci w podtozach RPMI-1640, a takze w podtozach YNB. Wyznaczenie MIC
zostalo rowniez przeprowadzone w 20% podtozu Dixona jednak nie uzyskano otrzymanych przez
Lopez-Garcia 1 wspOlpracownikow wartosci MIC. Niezgodno$¢ wynika prawdopodobnie
z konfiguracji aminokwaséw w tancuchu i/lub braku modyfikacji koncow peptydu.

Koniugaty peptydow P1, P2, P3, P5 i P6 z FMDP na N-koncu peptydu, czyli F1, F2, F3,
F5 1 F6 charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig przeciwgrzybowa w podtozach minimalnych —
YNB-SA i YNB-GS - i brakiem aktywnosci w podtozu RPMI-1640 (tab. 12). Warto zwrdcic
uwage na koniugaty F7 1 F8, w ktorych nos$nikiem FMDP jest odpowiednio oktaarginina
i nonalizyna. Dla tych koniugatow otrzymano podobne warto$ci MIC w podtozach minimalnych,
jednak tylko dla koniugatu peptydu zbudowanego z reszt argininy stwierdzono aktywnos¢
w podtozu RPMI-1640. Koniugat F7 wykazal na podobnym poziomie (200 pg/mL) dziatanie
przeciwgrzybowe w podtozach RPMI-1640 i YNB-SA, natomiast wyzsze (6,3 ng/mL) w drugim
podtozu minimalnym z GS. Warto zwr6ci¢ uwage, ze wartosci MIC zwiazku kontrolnego, Nva-

FMDP, sg 32-64 razy wyzsze w podtozu RPMI-1640 niz w podtozach minimalnych YNB.
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Tab. 12 Aktywno$¢ peptydow (,,P”), ich koniugatéw z inhibitorami enzymatycznymi
(FMDP —,,F”, BADP —,,B”, cispentacyna —,,C”), cispentacyny (C)
i Nva-FMDP (NF) wobec C. albicans ATCC 10231

RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*

MICso MICago MICso MICqgo MICso MICago
P1 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100
P2 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100
P3 100 100 25 50 25 50
P5 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100
P6 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100
P7 >>400 >>400 >>400 >>400 >>400 >>400
P8 >>400 >>400 >>400 >>400 >>400 >>400
F1 >>100 >>100 0,4 0,8 0,05 0,05
F2 >>100 >>100 0,4 0,8 0,1 0,1
F3 >>100 >>100 3,1 6,3 1,6 1,6
F5 >>100 >>100 1,6 3,1 0,2 0,4
F6 >>100 >>100 12,5 12,5 0,4 0,8
F7 200 400 200 400 6,3 6,3
F8 >>400 >>400 400 400 6,3 12,5
B1 >>100 >>100 >>100 >>100 6,3 12,5
B5 >>200 >>200 >>100 >>100 100 100
C5 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100 >>100
C 32 32 16 32 2 4
NF 4 8 0,125 0,25 0,125 0,125

Wartosci podano w pg/mL.

>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwigzku zblizona do wartoéci absorbancji kontroli hodowli
* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

Podloze RPMI-1640 jest uzywane w standardowym oznaczaniu aktywnosci
przeciwgrzybowej metoda rekomendowang przez Instytut ds. Klinicznych Standardéw
Laboratoryjnych (CLSI, 2002; CLSI 2008; pod nazwg NCCLS do roku 2005). Jego sktad
odzwierciedla zawarto$¢ substancji matoczasteczkowych w surowicy krwi ludzkiej, w tym
aminokwasow biatkowych. Warto réwniez zwroci¢ uwage na uzyskanie nieznacznie nizszych
wartosci MIC w podtozu YNB-GS niz w podtozu YNB-SA. Réznica aktywnosci w dwdch
minimalnych podtozach jest najbardziej widoczna w przypadku koniugatu peptydu bogatego
w proline — F6. Roznice w aktywno$ci zarowno w podlozu RPMI-1640 jak i podtozach
minimalnych moga wynikaé¢ z wptywu rodzaju dostepnego zrodta azotu obecnego w podtozach
na transport peptydu do komoérek i w nastgpstwie jego dziatanie przeciwgrzybowe.
Zaobserwowano, ze sktad podloza ma nieodlagczony zwigzek z pracg permeaz peptydowych
(Basrai i in. 1992; Davies, 1980; Lubkowith i in. 1997). Roéznice te moga wynikac
z przyswajalnosci  danego zrédta azotu i aktywacji mechanizméw

roznego typu
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odpowiedzialnych za metabolizm azotu. Glutaminian sodu moze uaktywnia¢ permeazy
aminokwasowe, a tym samym wplywa¢ na mechanizmy regulujace transport peptydow do
wnetrza komorek grzybowych (Martinez i Ljungdahl, 2005).

Na podstawie wartosci MIC wyznaczonych w podlozach YNB mozna zauwazy¢
znaczace podwyzszenie aktywnos$ci koniugatow CPP z FMDP w poréownaniu z odpowiednimi
wolnymi no$nikami — CPP. Mozna przypuszczaé, ze zwigkszenie aktywno$ci zwigzane jest
Z obecnoscig czasteczki inhibitora enzymatycznego, FMDP, ktéry po przedostaniu si¢ do wnetrza
komorki zostaje proteolitycznie odtgczony i wptywa na aktywnos¢ syntazy GlcN-6-P. Badane
CPP moga stuzy¢ jako no$niki dla FMDP w celu zapewnienie jego przeciwgrzybowego dziatania.

Zastanawiajace sg wyniki uzyskane dla P3 i F3. W podtozu RPMI-1640 wolny CPP
wykazuje aktywno$¢ przeciwgrzybowa (P3, MICse= 100 pg/mL, ICso= 60,1 pug/mL), natomiast
po dotaczeniu do N-konca FMDP, traci ja (F3, MICsp >> 100 pg/mL, ICs0 >>100 pg/mL), co
wskazuje na to, ze przypuszczalnie za aktywno$¢ przeciwgrzybowa P3 odpowiadajg aminokwas
czy aminokwasy znajdujace si¢ na N-koncu peptydu. W przypadku dotaczenia czasteczki FMDP
nastepuje zablokowanie N-konca tancucha peptydowego i utrata aktywnosci w badanym zakresie
stezen. W podtozach minimalnych mozna natomiast zaobserwowac¢ znacznie nizsze warto$ci
MIC koniugatu F3 w poréwnaniu do wolnego dekapeptydu, co jak przypuszczam moze by¢
zwigzane z odmiennymi mechanizmami dziatania P3 i F3 i tym samym innego oddziatywania
sktadnikow podtoza na aktywnos¢ przeciwgrzybowa tych zwigzkow.

Podobnie jak w przypadku zwiazkéw ,,F”, zaobserwowano brak aktywnosci badanych
koniugatow z BADP (B1 i B5) w podtozu RPMI-1640. Co wiccej, uzyskane wyniki wskazuja na
brak aktywnosci tych koniugatow w obranym zakresie stezen rowniez w podtozu YNB-SA.
Koniugaty, B1 i BS wykazuja aktywno$¢ przeciwgrzybowa jedynie w podtozu YNB-GS, przy
czym dla koniugatu B1 uzyskano nizsze wartosci MIC. Warto zwroci¢ uwage na zdecydowanie
mniejszg aktywnos$¢ tych zwiazkow w pordwnaniu z ich odpowiednikami zawierajagcymi FMDP,
czyli F1 i F5. Roznica ta moze wynika¢ z faktu, ze FMDP jest duzo silniejszym inhibitorem
syntazy GIcN-6-P niz BADP, natomiast oba zwigzki z uwagi na ich mato efektywny transport do
komoérek grzybowych posiadaja niewielkg aktywno$¢ przeciwgrzybowa in vitro (Milewski,
2002). Nie ulega watpliwosci, ze zarowno w przypadku FMDP jak i BADP, dotaczenie inhibitora
syntazy GICN-6-P do peptydow nos$nikowych daje w efekcie zwigzki o aktywnosci
przeciwgrzybowej wyzszej niz aktywno$¢ wolnych inhibitorow.

Do$¢ nieoczekiwane wyniki uzyskano dla cispentacyny (C) i jej koniugatu
z heksapeptydem (C5). Zaobserwowano znaczng aktywno$¢ wolnego inhibitora,
C w porownaniu do koniugatu C5, ktdry okazal si¢ nieaktywny w trzech testowanych podtozach
w badanym zakresie stezen (do 100 pg/mL). Dotaczenie inhibitora do N-konca sekwencji

aminokwasowej heksapeptydu skutkuje obnizeniem aktywnosci inhibitora, co moze byc¢
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zwigzane z brakiem hydrolizy koniugatu we wngtrzu komorki grzybowej lub brakiem wydajnego
transportu tego koniugatu do komorki. Aby sprawdzi¢ postawione hipotezy zostaly
przeprowadzone badania obejmujace ocen¢ mozliwosci transportu C5 do komorek grzybowych
oraz mozliwoé¢ hydrolizy koniugatu we wnetrzu komorki, co zostato oméwione w dalszych
podrozdziatach niniejszej rozprawy (podr. 4.3.12, podr. 4.3.15).

Warto zwrdci¢ uwage na wartosci MIC uzyskane dla peptydow grupy P i F amidowanych
na C-koncu (PxN, FxN), ktore przedstawiono ponizej w tab. 13.

Peptydy P3 i P3N wykazuja podobng aktywno$¢ przeciwgrzybowa we wszystkich
badanych podlozach. Modyfikacja nie wplynela na dzialanie przeciwgrzybowe peptydu
penetrujacego P3, ani na aktywno$¢ pozostatych peptydow w podtozach RPMI-1640 i YNB-SA.
W podtozu YNB-GS, dwa peptydy: PSN i P6N wykazaty niewielka aktywno$¢ przeciwgrzybowa.
Wyrazny wptyw amidowania C-konca peptydu na wartosci MIC mozna zaobserwowaé
w przypadku koniugatow F. Uzyskano zdecydowanie wyzsze wartosci MIC dla grupy zwigzkoéw
FxN w poréwnaniu z ich odpowiednikami z wolnym C-koncem, szczegdlnie w podlozu YNB-
SA. Tardznica jest do$¢ zaskakujaca, jako ze peptydy penetrujace czgsto stosowane sg w formie
C-amidowanej. Obnizona aktywno$¢ koniugatow FXN w pordéwnaniu z ich odpowiednikami
F poddaje w watpliwos¢, czy rzeczywiscie peptydy P1, P2, P5 i P6 majg charakter CPP. Warto
zwroci¢ uwage na wyzsze wartosci MIC uzyskane dla zwigzku F3N w poroéwnaniu do F3
zwolnym C-koncem w podiozach minimalnych. Nie zaobserwowano rowniez aktywnosci
amidowanej wersji F3 w podltozu RPMI-1640. Podobnie, w przypadku koniugatu P5
zZ cispentacyng, wprowadzenie modyfikacji koncow peptydu: acylowanie N-konca (ACS5)
i amidowanie C-konca (C5N), nie poprawito aktywnoS$ci przeciwgrzybowej koniugatu C5. Warto
przypomnie¢ tutaj wyniki badan dotyczacych specyficznosci permeaz peptydowych u C. albicans
opisanych w podrozdziale 2.4.2.4 niniejszej rozprawy. Lichliter i wspotpracownicy zauwazyli, ze
badane przez nich peptydy posiadajace wolny C-koniec byly pobierane efektywniej niz te
0 zmodyfikowanym C-koncu (Lichliter i in. 1976).
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Tab. 13 Aktywnos$¢ peptydow z amidowanym C-koncem (,,PxN”), ich koniugatow
z inhibitorami enzymatycznymi (FMDP — ,,F”, cispentacyna —,,C”), acylowanym
koniugatem C5 (AC5) i Nva-FMDP (NF) wobec C. albicans ATCC 10231.

RPMI-1640 YNB-SA YNB-GS*
MICso MICsgo MICso MICsgo MICso MICqgo
PIN >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
P2N >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
P3N 100 100 100 100 25 50
P5N >>100 | >>100 | >>100 | >>100 100 >100
P6N >>100 | >>100 | >>100 | >>100 50 100
FIN >>100 | >>100 12,5 12,5 1,6 1,6
F2N >>100 | >>100 100 100 6,25 12,5
F3N >>100 | >>100 25 50 100 100
F5N >>100 >>100 50 >100 3,1 3,1
F6N >>100 | >>100 | >>100 | >>100 50 100
C5N >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
AC5 >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
NF 4 8 0,125 0,25 0,125 0,125

Wartosci podano w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen

* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

4.3.3 Wphw obecnosci surowicy w podioiu na aktywnos¢ przeciwgrzybowq

koniugatow

Zastosowana w do$wiadczeniu ptodowa surowica bydleca (FBS) stanowi bogate Zzrodto
substancji odzywczych, takich jak biatka, np. BSA. Dane przedstawione na rys. 32 wskazuja, ze
obecnos¢ surowicy w ilosci 10% obj. wptyneta na aktywno$¢ badanych zwiazkéw — uzyskano
wyraznie wyzsze warto$ci MIC niz w podtozu bez dodatku surowicy. W przypadku peptydow
F2, F3 i F5 byty to warto$ci 8 razy wyzsze, a dla F6 — 4 razy wyzsze. Stopien obnizenia
aktywnos$ci w obecnos$ci surowicy jest nizszy niz w przypadku obecnosci zestawu aminokwasow
— drop-out (podr. 4.3.9). W przypadku Nva-FMDP nie zaobserwowano znaczgcej zmiany
w wyznaczonych warto$ciach MIC (w obu podtozach, z/bez FBS, MICg wyniost 0,125 pg/mL).
Aktywno$¢ tego dipeptydu nie jest zatem zalezna od obecno$ci innych peptydow i biatek

W pozywece, ktorych zrodtem jest FBS.
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T 1YNB-SA
50 - [T YNB-SA + FBS

MIC,, [ug/mL]

—r

F5 F6
Rys. 32 Wartosci MICgo FMDP-CPP uzyskane w podtozu YNB-SA i YNB-SA

z dodatkiem surowicy wobec C. albicans ATCC 10231.

4.3.4  Aktywnosé przeciwgrzybowa peptydow i koniugatow FMDP-peptydow i BADP-
peptydow wobec szczepu C. albicans SC5314 i jego mutantow delecyjnych
Badania z wykorzystaniem mutantow delecyjnych szczepu C. albicans SC5314 miaty na

celu sprawdzenie czy aktywnos$¢ koniugatow peptydow penetrujacych z FMDP/BADP jest

uzalezniona od obecnosci zlokalizowanych w btonie cytoplazmatycznej permeaz peptydowych
typu PTR 1 OPT. Wykorzystano mutanty pozbawione pojedynczych genow kodujacych permeazy
peptydowe, a takze mutanty z usunigtymi grupami gendw czy wszystkimi najistotniejszymi
genami permeaz PTR i OPT: optlA, opt2A opt 3A, opt4A, optbA, optl-opt5A, optl-opt5A ptr2A

ptr22A i ptr2A ptr22A (Reuf3 i Morschhauser, 2006).

Badania aktywnos$ci koniugatéow F3, F5 i peptydu penetrujacego P3 wobec zestawu
mutantow delecyjnych pozwolity na zaobserwowanie znaczacych réznic pomiedzy szczepami.
Testowane koniugaty F3 i F5 okazatly si¢ by¢ nieaktywne wobec dwdch mutantow: optl-optSA
i optl-optSA ptr2A ptr22A. Mutant ptr2A ptr22A pozostat wrazliwy na dziatanie F3
i W mniejszym stopniu na dziatanie F5 (tab. 14). Mozna zatem zauwazy¢, ze brak aktywno$ci
badanych koniugatow moze by¢ zwiazany z brakiem genoéw permeaz OPT: OPT1, OPT2, OPT3,
OPT4 i OPT5 w komorkach C. albicans. Dla dekapeptydu P3 uzyskano bardzo podobne wartosci
MIC dla wszystkich badanych szczepow, stad mozna przypuszczaé, ze mechanizm dziatania

przeciwgrzybowego P3 nie jest zalezny od obecno$ci permeaz peptydowych PTR 1 OPT.
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Tab. 14  Aktywno$¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP w podlozu YNB-SA wobec mutantow
delecyjnych C. albicans SC5314: optl-opt5bA, ptr2A ptr22A i optl-5A ptr2A ptr22A.

SC5314 optl-5A ptr2A ptr22A | optl-5A ptr2A ptr22A
MICso MICgo MICso MICso MICso MICgo MICso MICsgo
F3 3,1 12,5 >>100 | >>100 3,1 12,5 >>100 >>100
F5 1,6 12,5 | >>100 | >>100 3.1 >100 >>100 >>100
P3 25 50 25 50 25 50 25 50

NF | 0,125 0,25 0,125 0,25 >>16 [ >>16 >>16 >>16

Wartosci podano w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen, warto§¢ absorbancji przy najwyzszym
stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli

> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen

Z uwagi na stwierdzony brak aktywnos$ci koniugatow F3 i F5 wobec mutantow optl-
Opt5A i optl-opt5A ptr2A ptr22A, w kolejnym kroku sprawdzono wptyw braku konkretnych

genow lub grupy genow OPT na opornos$¢ wobec badanych zwigzkoéw (tab. 15).

Tab.15 Aktywnos¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP w podlozu YNB-SA wobec mutantow
delecyjnych C. albicans SC5314: optlA, opt2A opt3A, opt4A i optbA.

optlA Opt2A opt3A optdA Opt5A
MICso | MICg | MICso | MICs | MICso [ MICg | MICso | MiCego
F3 6,3 >100 12,5 >100 31 >100 6,3 >100
F5 3,1 >100 | >>100 | >>100 3,1 >100 3,1 >100
NF 0,125 0,5 0,125 0,25 0,125 | 0,125 0,25 0,25

Wartosci podano w pg/mL.

>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stg¢zen, warto$¢ absorbancji przy najwyzszym
stezeniu badanego zwigzku zblizona do wartosci absorbancji kontroli hodowli

> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen

Mutant opt2A opt3A jako jedyny sposrdd tej grupy okazat si¢ by¢ oporny na dziatanie F5
(MICs0>>100 pg/mL). Koniugat F3 wykazat dziatanie przeciwgrzybowe na podobnym poziomie
wobec mutantéw Opt1A, opt2A opt3A, optdA i opt5A pozbawionych kluczowych genow permeaz
peptydowych OPT. Zebrane wyniki wskazuja, ze brak genéw OPT2 i/lub OPT3 odgrywaja
wigkszg role w opornosci optl-optSA na F5 niz pozostate geny OPT, natomiast podobna
W opornos$ci na F3.

Zaobserwowany brak wrazliwosci zwigzany z nieobecnoscig gendw OPT moze
wskazywa¢ na powigzanie wrazliwosci na badane zwigzki ze zdolnoscig do transportu tych
zwigzkow przez permeazy oligopeptydowe OPT. Wynik ten potwierdza hipoteze sformutowang
w poprzednich podrozdziatach (m.in. podr. 4.3.4), ze koniugaty F3 i F5 s3 transportowane do
komorek C. albicans przez permeazy peptydowe, a nie wnikaja w sposob charakterystyczny dla

CPP, czyli niezalezny od biatek transportowych. Analogiczna sytuacja dotyczy koniugatow F1,
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F2 i F6, a takze grupy koniugatow o amidowanym C-koncu peptydu, dla ktérych nie
zaobserwowano dziatania przeciwgrzybowego do 100 pg/mL wobec mutanta opt1-optSA ptr2A
ptr22A w podtozu YNB-SA (MIC >> 100 pg/mL).

Odmienne wyniki otrzymano dla koniugatow, w ktorych nosnikiem FMDP jest
oktaarginina (F7) i nonalizyna (F8). Otrzymane warto$ci zestawiono w tab. 16. Zaré6wno
w podiozu RPMI-1640 jak i YNB-GS uzyskano zblizone wartosci MIC dla zwiazku F7 wobec
obu testowanych szczepow, co wskazuje na brak wplywu obecnosci permeaz peptydowych na
aktywno$¢ koniugatu oktaargininy z FMDP. Jednak jego aktywnos$¢ jest zalezna od rodzaju
zrodta azotu. W podiozu YNB-SA zaobserwowano brak aktywnosci wobec szczepu SC5314
w zakresie do 400 pg/mL (MIC >> 400 pg/mL). Dla koniugatu F8 otrzymano kilkukrotnie
wyzsze warto$ci MIC wobec mutanta delecyjnego w podtozu YNB-GS niz wobec szczepu
dzikiego SC5314, co wskazuje na brak lub nieznaczny udzial permeaz peptydowych
W przenoszeniu F8 do wnetrza komorki, jednak podobnie jak w przypadku F7, na dziatanie
koniugatu nonalizyny ma wplyw zrodto azotu znajdujace si¢ w pozywece.

Tab. 16  Aktywno$¢ CPP, FMDP-CPP i Nva-FMDP w podlozu RPMI-1640 i YNB-GS
wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314 i jego mutanta delecyjnego optl-5A ptr2A

ptr22A.

SC5314 opt1-5A ptr2A ptr22A

MICso MICgo MICso MICgo

F7 | 100 | 400 50 100

f{l%'l"(; F8 | >>400 | >>400 | >>400 | >>400
NF | 4 8 >>128 | >>128

F7 | 31 | 125 6.3 125

vnNB-Gs* | F8 | 31 | 125 25 50
NE| 025 | 025 | >>16 | >>16

Wartosci podano w pg/mL.

>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwiagzku zblizona do wartosci absorbancji kontroli hodowli
*Inkubacje w podtozu YNB-GS prowadzono przez 48 h.

Przy oznaczaniu aktywno$ci przeciwgrzybowej P3 1 F3 w podlozu RPMI-1640
zaobserwowano utrat¢ aktywnosci peptydu penetrujacego po dotaczeniu czasteczki inhbitora na
N-koncu peptydu. Podobnie, w ocenie wrazliwos$ci mutantdéw delecyjnych na P3 i F3 wykazano
brak wplywu permeaz peptydowych na dziatanie wolnego peptydu penetrujgcego, podczas gdy
aktywnos$¢ koniugatu byta wyraznie zalezna od obecnosci genéw OPT. Odmienng sytuacj¢ mozna
zaobserwowac w przypadku P3 i F3 o zmodyfikowanym C-koncu. Zwigzki P3N i F3N wykazuja
zblizone dziatanie wobec szczepu dzikiego SC5314 i mutanta delecyjnego optl-optS5A ptr2A
ptr22A w podtozu YNB-SA (tab. 17). Amidowanie C-konca peptydu prawdopodobnie wptyngto
na sekwencje koniugatu uniezalezniajagc mechanizm przenikania zwiazku do wnetrza komorki

grzybowej od obecnosci permeaz peptydowych. Zastanawiajgce jest zatem czy podstawa
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aktywnosci F3N jest obecno$¢ inhibitora FMDP czy aktywno$¢ wolnego peptydu P3N.

Ta kwestia zostala omowiona w podrozdziale 4.3.7 niniejszej pracy.

Tab. 17 Aktywnos¢ P3N, F3N i Nva-FMDP w podtozu YNB-SA
wobec szczepu dzikiego C. albicans SC5314 i jego mutanta
delecyjnego optl1-5A ptr2A ptr22A.

SC5314 Optl-5A ptr2A ptr22A

MICso | MICgo MICsp MICago
P3N| 100 100 100 100
F3N| 100 100 100 100

NF | 0,25 0,25 >>16 >>16

Wartosci podano w pg/mL.
>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli

Jak wspomniano wcze$niej, permeazy OPT sa kodowane przez pig¢ genow OPT1-OPTS,
przy czym pierwsze trzy prawdopodobnie odgrywaja najwigksza role w transporcie peptydoéw
(ReuBl i Morschhéuser, 2006). W opinii Morschhéusera i wspotpracownikow, brak mozliwosci
wzrostu potrojnego mutanta OptlA opt2A opt3A w podiozu YCB-BSA wynika z niezdolno$ci
komoérek do pobierania peptydow pochodzacych zendoproteolitycznego trawienia BSA,
a wprowadzenie genu OPT2 do mutanta optlA opt2A opt3A przywracato jego zdolno$¢ do
wzrostu (Park i Morschhiuser, 2005; Reull i Morschhiuser, 2006). Badania grupy prof.
Morschhdusera wykazaty réwniez, ze komorki grzybowe C. albicans SC5314 sg zdolne do
pobierania oligopeptydow o dtugosci do osmiu reszt aminokwasowych (Reufl i Morschhéuser,
2006). Badany peptyd penetrujacy P3 jest dekapeptydem, jednak jak wspomniano jego
mechanizm dziatania jest niezalezny od pracy permeaz peptydowych, dlatego zachowuje on
aktywno$¢ wobec mutantéw delecyjnych optl-opt5A i optl-opt5A ptr2A ptr22A, podczas gdy
peptyd F3 rézniacy sie od P3 obecnoscia FMDP na N-koncu peptydu jest nieaktywny wobec tych
szczepow. Brak aktywnosci peptydu F3 moze by¢é spowodowany obecnoscig inhibitora
| mechanizmem transportu do komorki opartym na permeazach peptydowych zatem
przeprowadzone badania wskazuja, ze peptyd o dlugosci jedenastu reszt aminokwasowych moze

by¢ rowniez substratem dla permeaz oligopeptydowych OPT.

4.3.5 Aktywnos¢ przeciwgrzybowa peptydow i koniugatow wobec klinicznych
wielolekoopornych szczepow C. albicans

Wykonano badania majace na celu okreslenie aktywnosci peptydow i ich koniugatow
z inhibitorami wobec wielolekoopornych, klinicznych szczepow C. albicans Gu4, B3 (fenotypy
wrazliwe) oraz Gu5, B4 (fenotypy oporne). Opornos¢ szczepu GuS jest oparta o nadekspresje
pomp wielolekowych typu ABC: CDR1p i CDR2p, natomiast opornos¢ szczepu B4 wynika
z nadekspresji MDR1p, pompy typu MFS (Franz i in. 1998; Franz i in. 1999).
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Wezeéniejsze badania aktywnosci dipeptydow i tripeptydow z wbudowanym FMDP na
C-koncu wobec komoérek grzybowych C. albicans oraz S. cerevisiae z nadekspresja pomp
wielolekowych typu ABC, Cdrlp pochodzacych z C. albicans wykazatly, ze peptydy-FMDP nie
sg substratami pomp i w konsekwencji nie sg ‘wyrzucane’ przez pompy poza komoérke. Ponadto,
wyniki badan wskazaly na szczegdlng nadwrazliwo$é wielolekoopornych szczepow
z nadekspresjg biatek Cdrlp i Cdr2p na badane peptydy-FMDP (Milewski i in. 2001; Wakie¢ i in.
2008). W podiozu RPMI-1640 uzyskano 16 razy nizsze wartosci MIC dla szczepu GuS niz dla
szczepu Gu4, podczas gdy dla B3 i B4 warto$ci MIC byty zblizone (Wakie¢ i in. 2008).
Zaobserwowana nadwrazliwo$¢ zwigzana jest prawdopodobnie ze zwickszeniem transbtonowego
gradientu protonowego spowodowanego praca pomp wyrzucajacych leki, co skutkuje bardziej
efektywnym transportem krotkich peptydow-FMDP przez system permeaz peptydowych
napedzanych sita powstatego gradientu.

Uzyskane przeze mnie wyniki aktywnos$ci koniugatow peptydéw penetrujacych F3 i F5
przedstawione w tab. 18 wskazujg na brak roznic miedzy parami szczepoéw. Obserwacja ta
dotyczy rowniez zwigzku kontrolnego — Nva-FDMP. Wartosci MIC uzyskane dla tego dipeptydu
nie sg zgodne z wczesniejszymi wynikami Wakiecia i in., co prawdopodobnie zwigzane jest
z rodzajem stosowanego podtoza. W swoich badaniach Wakie¢ i in. zastosowali podtoze RPMI-
1640, podczas gdy w moich badaniach uzytam podtoza minimalnego YNB-SA. Podloze to
zostalo zastosowane z powodu braku aktywnosci koniugatow w podtozu RPMI-1640.
Prawdopodobnie pH i/lub sktadniki podtoza YNB-SA maja wplyw na aktywno$¢ koniugatow
peptydow o réznej dlugosci z FMDP. Jako zwiazek kontrolny dla szczepow klinicznych wybrano
flukonazol. Otrzymane warto$ci MIC odnoszace si¢ do wrazliwosci szczepow klinicznych na

flukonazol sg zgodne z danymi literaturowymi (Franz i in. 1999).

Tab. 18 Aktywno$¢ FMDP-CPP, flukonazolu (FLC) i Nva-FMDP (NF) w YNB-SA wobec
wrazliwych (Gu4, B3) i wielolekoopornych (Gu5, B4) klinicznych szczepow C. albicans.

Gu4 Gu5 B3 B4
MICso | MICg | MICso MICg | MICso | MICgo | MICsp | MICgo
F3 3,1 25 6,25 >100 3,1 25 31 | 125
F5 1,6 50 3,1 >100 3,1 25 16 | 125
FLC 1 1 >>128 | >>128 | 0,5 0,5 32 32
NF |0,125|0,125| 0,25 0,25 025 | 025 | 0,25 | 0,25

Wartosci podano w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezef, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stgzeniu badanego zwigzku zblizona do wartosci absorbancji kontroli hodowli
> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie st¢zen
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4.3.6 Aktywnos¢ przeciwgrzybowa peptydow i koniugatow wobec innych grzybow
z rodzaju Candida
Aktywno$¢ FMDP-CPP okre§lono réwniez wobec innych niz C. albicans grzybow
z rodzaju Candida mianowicie C. glabrata DSM Il 226, C. parapsilosis DSM 5784 i C. kruseli
DSM 6128. Oznaczenie wykonano w podtozu YNB-SA (tab. 19). Dodatkowo dla poréwnania

w tabeli zamieszczono ponownie wyniki uzyskane dla szczepu C. albicans ATCC 10231.

Tab. 19 Aktywno$¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP w YNB-SA wobec C. albicans, C. glabrata,
C. parapsilosis i C. krusei.

C. albicans C. glabrata C. parapsilosis C. krusei

ATCC 10231 DSM 11 226 DSM 5784 DSM 6128

MICso MICsgo MICso MICsgo MICso MICsgo MICso MICego
F1 0,4 0,8 >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
F2 0,4 0,8 >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
F3 3,1 6,3 >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
F5 0,8 1,6 >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
F6 12,5 12,5 >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100 | >>100
NF 0,125 0,25 8 8 4 4 >>16 >>16

Wartosci podano w pg/mL.
>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen, warto§¢ absorbancji przy najwyzszym
stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli

Uzyskane wartosci MIC wskazuja na brak aktywno$ci badanych FMDP-CPP na inne niz
C. albicans komorki grzybowe z rodzaju Candida. Kontrolny peptyd Nva-FMDP powoduje
zatrzymanie wzrostu grzybow z gatunku C. glabrata DSM 11 226 i C. parapsilosis DSM 5784
przy wyzszym stezeniu niz w przypadku C. albicans, natomiast wobec C. krusei DSM 6128
wykazuje brak aktywno$ci.

Roéznice w aktywnosci Nva-FMDP i koniugatow moga by¢ spowodowane ewentualnym
istnieniem odmiennych mechanizméw transportu zwiazkéw peptydowych do komorek
grzybowych réznych gatunkéw grzybow z rodzaju Candida. Niestety brak jest danych

literaturowych dotyczacych tej kwestii dla drozdzakow innych niz C. albicans.

4.3.7 Wplyw obecnosci N-acetylo-D-glukozaminy w  podlozu na aktywnosé
przeciwgrzybowq peptydow i ich koniugatow z FMDP i BADP

Zdecydowana wigkszo$¢ badanych koniugatow posiada w swoim sktadzie inhibitor
syntazy GIcN-6-P, FMDP w przypadku F1, F2, F3, F5, F6, F7 i F8 lub BADP w przypadku B1
i BS. Zahamowanie aktywnosci syntazy GICN-6-P uniemozliwia biosyntezg sktadnikow $ciany
komorkowej grzybow, chityny i mannoprotein, z uwagi na brak endogennych czasteczek
glukozamino-6-fosforanu, czyli produktu reakcji katalizowanej przez syntazg¢ GlcN-6-P. GICN-
6-P jest przeksztalcany w kolejnych etapach w UDP-GIcNAc czyli UDP-N-acetylo-D-
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glukozaming. Ostatni etap przeprowadzany przez inny enzym, syntazg chityny, odpowiada za
przylaczanie fragmentéw NAG z UDP-GIcNAc do rosnacego tancucha polimeru chityny.
Z danych literaturowych wiadomo, ze obecnos¢ w podtozu hodowlanym NAG w odpowiednim
stezeniu chroni komorki grzybowe przed grzybobdjczym dziataniem inhibitoréw syntazy GIcN-
6-P (Milewski i in. 1983).

W moich badaniach sprawdzitam, czy podobne zjawisko wystepuje dla koniugatow
peptydow z FMDP lub BADP. Z uwagi na aktywno$¢ badanych koniugatow w réznych podtozach
minimalnych, w tym oznaczeniu w przypadku koniugatoéw z FMDP, zastosowano podtoze YNB-
SA, natomiast w przypadku koniugatow F7 i F8 oraz koniugatow z BADP podtoze YNB-GS.
Wyniki zestawiono w tabelach ponizej (tab. 20, tab. 21).

Uzyskane warto$ci MIC badanych koniugatéw peptydow penetrujacych, F3, F5 i F6,
a takze peptydu kontrolnego Nva-FMDP odpowiadaja lub znacznie przekraczaja najwyzsze
stezenia zwigzkow zastosowanych podczas eksperymentu, co wskazuje na powigzanie
aktywnos$ci koniugatow peptydoéw i dipeptydu Nva-FMDP z inhibicja syntazy GIcN-6-P
wywotang przez odlaczony od czasteczki FMDP (tab. 20). Rowniez w przypadku koniugatow
oktaorganiny i nonalizyny z FMDP zaobserwowano brak dziatania badanych zwigzkow
w obecnosci NAG w podtozu YNB-GS (tab. 21). Przeciwgrzybowe dziatanie zwigzkow grupy
F opiera si¢ zatem na inhibicji syntazy GlcN-6-P.

Tab. 20  Aktywnos$¢ koniugatow peptydow z FMDP i Nva-FMDP w YNB-SA
oraz YNB-SA z dodatkiem NAG wobec C. albicans ATCC 10231.

YNB-SA YNB-SA + NAG
MICso MICgo MICso MICgo
F2 04 0,8 12,5 25
F3 31 6,3 100 >100
F5 1,6 3,1 >>100 | >>100
F6 12,5 12,5 >>100 | >>100
NF 0,125 0,25 16 >16

Wartosci podano w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwigzku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen
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Tab. 21  Aktywno$¢ koniugatow peptydéw z FMDP i Nva-FMDP w YNB-GS
oraz YNB-GS z dodatkiem NAG wobec C. albicans ATCC 10231.

YNB-GS* YNB-GS* + NAG

MICso MICeo MICso MICgo
F7 6,3 6,3 >>400 | >>400
F8 6,3 12,5 >>400 | >>400
NF 0,25 0,25 16 >16

Wartosci podano w pg/mL.

>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen, wartos¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwigzku zblizona do wartos$ci absorbancji kontroli hodowli
> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen

* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

Wartosci MIC uzyskane dla koniugatow peptydow amidowanych na C-koncu
W obecnosci NAG w podlozu YNB-GS podobnie jak w przypadku koniugatéw z wolnym C-
koncem wskazuja na przeciwgrzybowe dziatanie oparte o inhibicj¢ enzymu (tab. 22). Odmienne
wyniki uzyskano dla zwigzku F3N. Jego dzialanie jest niezalezne od obecnosci NAG
i prawdopodobnie opiera si¢ na mechanizmie niezaleznym od obecno$ci permeaz peptydowych,

co bylo juz sugerowane w poprzednich podrozdziatach, m.in. w podr. 4.3.4.

Tab. 22 Aktywnos¢ koniugatow amidowanych na C-koncu peptydow z FMDP i Nva-FMDP
w YNB-GS oraz YNB-GS z dodatkiem NAG wobec C. albicans ATCC 10231.

YNB-GS* YNB-GS* + NAG
MICso MICgo MICso MICgo
FIN 1,6 1,6 >>25 >>25
F2N 6,25 12,5 >>25 >>25
F3N 100 100 100 100
F5N 31 3,1 >>25 >>25
F6N 50 100 >>400 | >>400
NF 0,25 0,25 16 >16

Wartosci podano w pg/mL.

>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwigzku zblizona do wartoéci absorbancji kontroli hodowli
> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stgzen

* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

W przypadku koniugatow z BADP, mozna wyciagna¢ podobne wnioski analizujac
wartosci MIC uzyskane dla koniugatu Bl (tab. 23). Otrzymane warto$ci sg zblizone do
najwyzszego stezenia zwiagzku zastosowanego podczas eksperymentu. Wartosci MIC sg 8 razy
wyzsze niz w podtozu bez NAG, zatem aktywno$¢ przeciwgrzybowa koniugatu Bl jest
konsekwencjg obecnosci w czgsteczce inhibitora syntazy GlcN-6-P, BADP. Co ciekawe, nie
uzyskano zwigkszenia warto$ci MIC w przypadku koniugatu B5 (ICsp = 81,3 pug/mL, z NAG:
ICso = 75,9 ug/mL), ktory rowniez zawiera w swojej sekwencji ten inhibitor, podczas gdy

aktywno$¢ koniugatu F5 jak przedstawiono wyzej (tab. 20) jest konsekwencijg obecno$ci FMDP.
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Tab. 23 Aktywnos¢ koniugatow peptydow z BADP i Nva-FMDP (NF) w YNB-GS
oraz YNB-GS z dodatkiem NAG wobec C. albicans ATCC 10231.

YNB-GS* YNB-GS* + NAG

MICso MICso MICso MICso
Bl 6,3 12,5 50 100
B5 100 100 100 100
NF 0,125 0,125 16 >16

Wartosci podano w pg/mL.
> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie st¢zen
* - w przypadku podtoza YNB-GS inkubacja byta prowadzona przez 48 h

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze dziatanie przeciwgrzybowe koniugatow F1, F2, F3,
F5, F6 i Bl jest konsekwencja zahamowania aktywnos$ci syntazy GlcN-6-P. Stanowia takze
posredni dowdd na to, ze koniugaty po wniknieciu do komoérek sg hydrolizowane, w wyniku

Czego zostaje uwolniony inhibitor syntazy GIcN-6-P.

4.3.8 Wplyw obecnosci inhibitorow endocytozy na aktywnosé¢ przeciwgrzybowg P3N
wobec szczepu C. albicans ATCC 10231

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa peptydow P3 i P3N zostata zaobserwowana we wszystkich
trzech wykorzystanych w badaniach podtozach. Co wigcej peptydy wykazaty aktywno$é wobec
mutanta szczepu SC5314 pozbawionego wszystkich istotnych permeaz peptydowych wskazujac
na brak powigzania ich mechanizmu dziatania z tymi transporterami Dlatego w kolejnym kroku
podjeto probe sprawdzenia czy zwiazek P3N przedostaje si¢ do komodrki grzybowej na drodze
endocytozy. W tym celu, poprzez wyznaczenie wartosci MIC, okreslono wptyw wybranych
inhibitoré6w endocytozy (amiloryd, chlorpromazyna, cytochalazyna D, nokodazol) na efekt
grzybobojczy P3N. Z literatury wiadomo, ze amiloryd ogranicza makropinocytozg¢ (Doan i in.
2012; Gomez i in. 2010), chlorpromazyna i nokodazol hamuja endocytoze zalezng od klatryny
(Bayer i in. 1998; Doan i in. 2012; Gomez i in. 2010), natomiast cytochalazyna D uniemozliwia
makropinocytoze i endocydoze opartg o kaweoling (Gomez i in. 2010).

Dzieki przeprowadzonym badaniom zaobserwowano brak wptywu obecno$ci wybranych
inhibitorow endocytozy (w przyjetych wartosciach stezen, tab. 24, wedtug Gomez i in. 2010) na
aktywno$¢ przeciwgrzybowa zwigzku P3N w podtozu RPMI-1640. Otrzymano takie same
warto$ci MIC dla peptydu bez dodatku i z dodatkiem inhibitorow endocytozy (tab. 24).
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Tab. 24 Aktywno$¢ peptydu P3N (P3 z amidowanym C-koncem) w podlozu RPMI-1640
w obecnosci wybranych inhibitoréw endocytozy wobec C. albicans ATCC 10231.

Badany zwiazek Iﬁﬁﬁfgfa RPMI-1640
[+ inhibitor endocytozy [uM] MICso MICgo
P3N 0 200 200
P3N + amiloryd 5 200 200
P3N + chlorpromazyna 28 200 200
P3N + cytochalazyna D 10 200 200
P3N + nokodazol 2 200 200

W tabeli podano zastosowane stezenia poszczeg6lnych inhibitoréw [uM]. Stezenia
zwigzkow zostaly dobrane na podstawie danych literaturowych (Gomez i in. 2010).
Wartosci MIC podano w pg/mL.

Prawdopodobnie badany peptyd o amidowanym C-koncu nie wnika do komorki
grzybowej dzieki endocytozie, a jest transportowany na drodze bezposredniego przenikaniu przez
barierg blony komoérkowej (model klepek beczki, model poréw toroidalnych, model odwroconych
miceli, model dywanowy). Zaproponowane do tej pory teorie dotyczace mechanizmow transportu
peptydow penetrujacych do komorek grzybowych zostaly opisane w czesci teoretycznej
niniejszej rozprawy (podroz. 2.4).

W celu jednoznacznego wykluczenia endocytozy jako mechanizmu wnikania peptydu
P3N do komoérek grzybowych nalezaloby okresli¢ mozliwos¢ transportu znakowanego
fluorescencyjnie peptydu do komorek po uprzedniej inkubacji zawiesiny z inhibitorem
endocytozy z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej i/lub cytometrii przeptywowe;j.
Prace w tym zakresie bedg kontynuowane w KTLiB WCH PG.

4.3.9 Poszukiwanie przyczyn roznic aktywnosci koniugatow w roznych podtozach

Stwierdzona wysoka aktywno$¢ koniugatow FMDP-CPP w podtozach minimalnych,
YNB-SA i YNB-GS, oraz brak ich aktywnosci w podtozu RPMI-1640 wobec C. albicans ATCC
10231 byta zaskakujaca. Podjetam probe wyjasnienia przyczyn tych réznic. Okreslitam wplyw
pH podtoza RPMI-1640 i podtoza YNB-SA, a takze poszczegdlnych sktadnikow podtoza RPMI-
1640 na aktywnos$¢ badanych zwiazkow.

Podloze RPMI-1640 jest podtozem syntetycznym, ktorego skiad jest zblizony do
warunkow fizjologicznych. W pordéwnaniu do podlozy minimalnych, podtoze RPMI-1640
zawiera czerwien fenolowa jako wskaznik pH, glutation, zestaw aminokwasow, chlorek sodu oraz
jest buforowane kwasem 3-(N-morfolino)-propensulfonowym (MOPS). Podtoza rdéznig si¢
rowniez warto$cig pH. Podloze RPMI-1640 ma pH 7.0, natomiast podtoza minimalne YNB maja
pH ok. 5.4.

W celu wyjasnienia réznic w aktywnosci badanych zwigzkéow sporzadzono podioza

RPMI-1640 o pH 5.0 oraz o pH 6.0, podtoze RPMI-1640 bez buforu MOPS, szereg podtozy
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YNB-SA o pH 0d 4.0 do 6.5, a takze podtoze YNB-SA z dodatkiem czerwieni fenolowej (0,0053
g/L), glutationu (0,001 g/L) lub chlorku sodu (6 g/L) oraz podioze YNB =z dodatkiem
pojedynczych aminokwasoéw, L-arginininy (0,2 g/L), L-glutaminy (0,3 g/L), a takze zestawu
aminokwasow (drop-out). Wyznaczono réwniez wartoSci MIC w podtozu bogatym w peptydy
(YPG). Wyniki uzyskane dla koniugatow peptydow z FMDP przedstawiono na wykresach
i tabelach ponize;.

W badaniu aktywno$ci w podlozu RPMI-1640 o réznych warto$ciach pH,
zaobserwowano roznice w otrzymanych wartosciach MIC w przypadku zwigzkow F1 i F2,
a takze niewielkg zmiang aktywnos$ci dipeptydu kontrolnego — Nva-FMDP (rys. 33). Przy pH 5.0,
czyli pH zblizonym do pH podioza minimalnego, aktywno$¢ przeciwgrzybowa peptydow F1 i F2
wyrazona przez MICgy wynosita odpowiednio 50 i 25 pg/mL, podczas gdy w podtozu RPMI-
1640 o wyzszych wartosciach pH, tj. pH 6.0 i pH 7.0 warto$ci MIC byly niewyznaczalne
w zakresie do 100 pg/mL (>> 100 pg/mL).

100 [__1pH 5.0

[ 1pH®&.0

T [LTpH 7.0
507
T 407
) ]
2 307
O ]
= ]
207
10

F1 F2 Nva-FMDP

Rys. 33 Wartos$ci MICg F1, F2 i Nva-FMDP uzyskane w RPMI-1640 o pH 5.0, pH 6.0 i pH 7.0.

W kolejnym etapie sprawdzono czy poszczegdlne sktadniki podtoza RPMI-1640
dodawane do podtoza YNB-SA — takie jak glutation, chlorek sodu czy czerwien fenolowa — maja
wplyw na aktywnos$¢ badanych zwigzkow. Dodatkowo przygotowano podtoze RPMI-1640 bez
dodatku buforu MOPS aby sprawdzi¢ czy moze obecno$¢ buforu wptywa na wartosci MIC
FMDP-CPP. Wyniki zestawiono w tab. 25-27.

Uzyskane wartosci MIC w podtozu YNB-SA z dodatkiem glutationu czy chlorku sodu
(tab. 25) sa zblizone do warto$ci uzyskanych z podtozu YNB-SA bez tych sktadnikow. Glutation
oraz chlorek sodu w ilo$ci w jakiej wystepuja w podtozu RPMI-1640 nie wptywajg na aktywnos$¢
badanych FMDP-CPP oraz zwiagzku kontrolnego Nva-FMDP.
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Tab. 25 Aktywno$¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP w YNB-SA, YNB-SA z glutationem
i YNB-SA z chlorkiem sodu wobec C. albicans ATCC 10231.

YNB-SA YNB-SA + glutation | YNB-SA + NaCl

MICso MICg MICso MICg MICso MICg
F3 3,1 6,3 12,5 12,5 6,3 6,3
F5 1,6 3,1 3,1 3,1 1,6 1,6
NF 0,125 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5

Wartosci podano w pg/mL.

Rowniez dodatek czerwieni fenolowej, wskaznika pH zawartego w podtozu RPMI-1640,
do podtoza YNB-SA, a takze badanie przeprowadzone w podtozu RPMI-1640 pozbawionym
MOPS nie wykazato istotnego wptywu tych czynnikéw na wartosci MIC badanych zwigzkoéw
(tab. 26, tab. 27). W obecnosci i niecobecnosci czerwieni fenolowej w podtozu minimalnym
peptydy maja zblizong aktywno$¢. W przypadku kontrolnego dipeptydu brak buforu MOPS
skutkuje zmniejszong aktywnoscig Nva-FMDP wobec komdrek grzybowych — uzyskane wartosci
MIC byly o$miokrotnie wyzsze niz dla podtoza buforowanego MOPS (tab. 27), zatem

buforowanie podtoza RPMI-1640 jest kluczowe dla aktywnos$ci badanego zwigzku.

Tab. 26 Aktywno$¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP w YNB-SA i YNB-SA
z czerwienig fenolowa wobec C. albicans ATCC 10231.

YNB-SA YNB-SA + czerwien fenolowa
MICso MICgo MICso MICso
F3 3,1 6,3 3,1 12,5
F5 1,6 3,1 1,6 3,1
NF 0,125 0,25 0,25 0,5

Wartosci podano w pug/mL.

Tab. 27 Aktywno$¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP w RPMI-1640 i RPMI-1640

bez dodatku MOPS wobec C. albicans ATCC 10231.

RPMI-1640 RPMI-1640 bez MOPS
MICsg MICg MICsg MICgo
F2 >>100 >>100 >>100 >>100
F3 >>100 >>100 >>100 >>100
F5 >>100 >>100 >>100 >>100
F6 >>100 >>100 >>100 >>100
NF 4 8 32 64

Wartosci podano w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie st¢zen, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
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Wykonano réwniez badanie wplywu pH podtoza minimalnego YNB-SA na aktywnos¢
wybranego FMDP-CPP — F5. Mozna zauwazy¢ gwaltowne zmniejszenie aktywnosci badanego
koniugatu w podtozu o pH 6.0 1 6.5 (rys. 34). W badanym zakresie st¢zen, w podtozu o pH 6.0
1 6.5 zwigzek F5 nie wykazal aktywno$ci. Réwniez w przypadku zwigzku kontrolnego, Nva-
FMDP w podtozu YNB-SA o pH 6.5 uzyskano najwyzsza warto$¢ MIC. Ten wynik wskazuje na
istotng role pH pozywki w aktywnosci koniugatow, a podobny efekt dla Nva-FMDP sugeruje
mozliwo$¢, ze koniugaty, podobnie jak Nva-FMDP sg transportowane przez permeazy

peptydowe.

100 - [ IpH4.0
T pH 4.5
[~~~ 1pH 5.0
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Rys. 34 Wartosci MICg F5 i Nva-FMDP uzyskane w podtozach YNB-SA od pH 4.0 do 6.5
wobec C. albicans ATCC 10231. Kontrola (K) stanowi MIC wyznaczony w podtozu
YNB-SA (pH ok. 5.2).

Dodatkowo okre$lono wptyw pojedynczych aminokwasow (L-arginina, L-glutamina —
aminokwasow obecnych w podlozu RPMI-1640 w najwyzszym stezeniu) oraz zestawu
aminokwasow (drop-out) dodanych do podtoza minimalnego YNB na aktywno$¢ badanych

FMDP-CPP. Wyniki zestawiono w tab. 28.

Tab. 28 Aktywno$¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP w podtozu YNB-SA, YNB z dodatkiem
L-Arg i L-Gln oraz w podtozu YNB z dodatkiem zestawu aminokwasow
(drop-out) wobec C. albicans ATCC 10231.

YNB-SA YNB + L-Arg + L-GIn | YNB + drop-out

MICso MICqgo MICso MICgo MICso MICgo

F3 31 6,3 31 6,3 100 >100
F5 1,6 31 6,3 12,5 >>100 | >>100
NF 0,125 0,25 0,25 0,25 0,125 0,125

Wartosci podano w pg/mL.

>> - warto$ci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezef, warto$¢ absorbancji przy
najwyzszym stezeniu badanego zwigzku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli
> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen
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Aktywno$¢ badanych peptydow F3 i F5 w podtozu z dodatkiem zestawu aminokwasow
w formie drop-out jest wyraznie nizsza niz w podtozu z siarczanem amonu lub dodatkiem L-Arg
i L-GIn jako zrédta azotu. Warto przypomnieé, ze brak aktywnosci badanych koniugatow
peptydow penetrujacych z FMDP zaobserwowano réowniez w podtozu RPMI-1640. Przyczyna
niskiej aktywnosci lub braku aktywnosci w podtozu z drop-out i RPMI-1640 moze by¢ obecnosé
zestawu aminokwasow. Podloze YNB z dodatkiem drop-out ma pH zblizone do pH podtoza
YNB-SA (pH ok. 5.2), natomiast podtoze RPMI-1640 ma pH 7.0. Mozna zatem wywnioskowac,
ze warto$¢ pH w tym przypadku nie ma znaczacego wplywu na aktywnos¢ przeciwgrzybowa
badanych koniugatow F3 i F5, nadrzgdny wptyw ma natomiast obecno$¢ zestawu aminokwasow
i innych peptydow w pozywce. Zwigzek kontrolny Nva-FMDP zachowuje aktywno$¢ w obu
podtozach, przy czym aktywno$¢ w podtozu YNB z drop-out jest identyczna jak w YNB-SA.
Poniewaz aktywno$¢ tego peptydu w RPMI-1640 byta 64-krotnie nizsza niz w YNB-SA, moze
to oznacza¢, ze w przypadku Nva-FMDP pH podloza ma wplyw na jego aktywnosc¢
przeciwgrzybowg. Warto podkreslic, ze Nva-FMDP jest dipeptydem transportowanym do
komorek grzybowych dzigki permeazom peptydowym PTR, natomiast koniugaty F3 i F5 naleza
do pochodnych oligopeptydéw 1 zawieraja odpowiednio jedenascie i siedem reszt
aminokwasowych. Bardzo mozliwe, ze badane koniugaty sg transportowane przez inny niz PTR
system transportu peptydow, prawdopodobnie permeazy oligopeptydowe OPT.

Z uwagi na zaobserwowany brak aktywnos$ci badanych zwigzkow FMDP-CPP w podtozu
YNB z drop-out wykonano rowniez badanie w podlozu bogatym YPG, zawierajacym Bacto

Pepton, czyli produkty proteolizy biatek, w tym aminokwasy i peptydy (tab. 29).

Tab. 29 Aktywno$¢ FMDP-CPP i Nva-FMDP
w YPG wobec C. albicans ATCC 10231.

YPG
MICso MICqgo
F3 >>100 | >>100
F5 >>100 | >>100
NF 0,063 0,125

Wartosci podano w pg/mL.

>> - wartosci MIC niewyznaczalne w obranym zakresie stezen, warto$¢ absorbancji przy

najwyzszym stezeniu badanego zwiazku zblizona do warto$ci absorbancji kontroli hodowli

Zaobserwowano brak aktywnosci badanych koniugatow FMDP-CPP, podczas gdy
dipeptyd Nva-FMDP, uzyskal wyzsza aktywno$¢ niz w podtozu RPMI-1640. Na podstawie
otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢ mieszaniny aminokwaséw w RPMI-1640
lub peptydéw w podtozu YPG prawdopodobnie uniemozliwia wywotanie efektu grzybobdjczego
przez testowane koniugaty peptydoéw (uwazanych za penetrujace) z FMDP. Taki efekt nie bytby
jednak mozliwy, gdyby zastosowane no$niki oligopeptydowe miaty faktyczny charakter CPP,
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gdyz ani obecnos¢ aminokwasow, ani peptydow nie ma wptywu na transport CPP do komorek.
Tak wigc juz na podstawie wynikow oznaczen aktywnoS$ci przeciwgrzybowej in vitro mozna
wysunac hipoteze, ze peptydy P1, P2, PS5, P6, P7, P8 i ich koniugaty z FMDP nie maja charakteru
CPP, takze w wersji amidowanej na C-koncu. Prawdopodobnie sa one transportowane do
komorek C. albicans za posrednictwem systemu transportu oligopeptydow OPT. Powigzanie
transportu aktywnych zwigzkow peptydowych ze sktadem podtoza zostat juz wezesniej opisany.
Udowodniono, ze systemy transportu peptydéw u drozdzy sa regulowane przez metabolizm
zwiazkow bedacych zrodlem azotu i stymulowane dodatkiem $ladowych ilosci pojedynczych
aminokwasow (Basrai i in. 1992; Island i in. 1987). Przypuszczalnie zaleznosci te dotycza jedynie
transporterow di-/tripeptydowych, a nie oligopeptydowych pobierajacych tetra- i pentapeptydy
(Basrai i in. 1992).

Uzyskanie kolejnych przestanek umozliwiajacych weryfikacje sformutowanej powyzej
hipotezy dotyczacej przypuszczalnej drogi transportu koniugatow bylo mozliwe dzigki

przeprowadzeniu kolejnych eksperymentow.

4.3.10 Ocena mozliwosci powstawania mutacji spontanicznych w obecnosci peptydow
| koniugatow peptydow-FMDP

Generowanie potencjalnych mutantéw spontanicznych, opornych na peptydy
przeciwgrzybowe transportowane przez permeazy peptydowe jest zjawiskiem znanym, badanym
takze przeze mnie (podr. 4.2).

Doswiadczenie majace na celu sprawdzenie czy badane koniugaty indukujg powstawanie
opornosci w komorkach C. albicans ATCC 10231 polegato na stwierdzeniu obecnosci strefy
zahamowania wzrostu, a takze pojedynczych kolonii w tej strefie. Dipeptyd, Nva-FMDP zostat
uzyty jako kontrola pozytywna. Test przeprowadzono na statym podtozu YNB-SA. Obserwacje
zostaty zestawione w tab. 30.

Wokot krazkow, na ktore naniesiono roztwory peptydow z grupy P nie zaobserwowano
strefy zahamowania wzrostu, co jest zgodne z uzyskanymi wartosciami MIC w podtozu
minimalnym YNB-SA, gdzie stwierdzono brak aktywnosci badanych zwiazkéw. Peptyd P3 jako
jedyny sposrod grupy tych peptydow wykazal dzialanie przeciwgrzybowe przy stezeniu
wynoszacym 50 pg/mL, jednak wokot krazka, na ktory naniesiono 10 pg tego zwiazku nie
zaobserwowano strefy zahamowanego wzrostu, prawdopodobnie z uwagi na zastosowane zbyt
niskie stezenie peptydu. Wykonujac test dla koniugatow peptydow penetrujacych z FMDP
i dipeptydu, Nva-FMDP, otrzymano strefy zahamowania wzrostu — najwieksze dla peptydow:
Nva-FMDP, F1 i F2. Nie stwierdzono kolonii wewnatrz stref zahamowania wzrostu przez F1, F2
i F3, natomiast wewnatrz strefy zahamowania wzrostu przez F5 zaobserwowano kilka kolonii.
Duza liczbe kolonii (ponad 3 razy wiecej, niz w strefie wokot krazka z roztworem F5)

stwierdzono wewnatrz strefy zahamowania wzrostu uzyskanej przez dziatanie Nva-FMDP. Warto
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W tym miejscu przypomnie¢, ze Nva-FMDP jest transportowany do komorek przez permeazy
PTR, natomiast koniugaty F1, F2, F3 i F5 prawdopodobnie przez permeazy OPT.

Brak indukowania spontanicznych ,,mutantow” opornych przez peptydy F1, F2 i F3 jest
bez watpienia cechg korzystng biorgc pod uwagg ich potencjalne zastosowanie w terapii infekcji

grzybowych.

Tab. 30 Strefy zahamowania wzrostu i obecno$¢ mutantow spontanicznych uzyskane dla FMDP-CPP
i Nva-FMDP na statym podtozu YNB-SA.

Zwiazek Stezenie Zawanoé.é zwigzku Strefa zahamowania Obecnos¢ pojedynczych
[mg/mL] na krazku [ug] wzrostu [mm] kolonii w strefie
P1 4 40 0 -
P2 4 40 0 -
P3 1 10 0 -
P5 4 40 0 -
F1 4 40 35 -
F1 1 10 30 -
F2 1 10 30 -
F3 4 40 23 -
F3 1 10 12 -
F5 4 40 22 +
F5 1 10 15 +
NF 1 10 40 +++

‘+’ oznacza obecnos¢ kolonii na obszarze strefy zahamowania wzrostu.

4.3.11 Wiasciwosci hemolityczne peptydow i koniugatow

Ocena wtasciwosci hemolitycznych CPP i FMDP-CPP polegata na wyznaczeniu
parametru EHso. Z uwagi na aktywnos$¢ przeciwgrzybowa zwiazkow P3, F1, F2, F3 i F5
oznaczenie parametru EHso tych zwigzkow bylto najbardziej istotne.

Sposrdéd badanych zwigzkow tylko dekapeptyd penetrujacy P3 wywotat hemolizg przy
najwyzszym testowanym st¢zeniu tj. 200 ug/mL na poziomie 23,5%, podczas gdy zwiazek
kontrolny AmB przy stezeniu nizszym, 3 pg/mL, wywotal prawie 100% wyplyw hemoglobiny
z erytrocytow. W przypadku AmB stwierdzono wysoki stopien hemolizy, w wyrazny sposob
zalezny od stezenia, co jest zgodne z danymi literaturowymi (Yu i in. 1998). Dla AmB uzyskano
EHso = 1,59 pg/mL. Pozostate badane zwiazki, peptydy penetrujace i ich koniugaty z FMDP nie
wykazaty aktywnos$ci hemolitycznej - stopien hemolizy nie przekraczyt 15% przy najwyzszym
badanym stezeniu tj. 200 ug/mL. Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresach ponizej (rys. 35,
rys. 36).
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Rys. 35 Stopien hemolizy wywotanej przy danym stezeniu CPP i FMDP-CPP [%].
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Rys. 36  Stopien hemolizy wywotany przez peptyd penetrujacy P3 (200 png/mL)
i zwigzek referencyjny AmB w badanym zakresie stezen [%].
Przerywna linig zaznaczono 50% stopien hemolizy.

4.3.12 Kinetyka pobierania tetrapeptydu modelowego oraz koniugatow heksapeptydu P5

z FMDRP i cispentacyng do komaorek grzybowych

7 uwagi na réznice w zaobserwowanej aktywnosci przeciwgrzybowej peptyddéw z grupy
P i ich koniugatéw z inhibiotorami enzymatycznymi, kolejny etap badan zostal po§wigcony
ocenie szybkosci ich transportu do komorek grzybowych. Zbadano heksapeptyd P35, jego
koniugat z FMDP (F5), a takze z cispentacyna (C5). Tetrapeptydu modelowego Ala-Ala-Ala-Ala
uzyto jako zwigzku kontrolnego.

Wyznaczono poczatkows szybko$¢ transportu heksapeptydu P5 i heptapeptydu Fb5.
W celu dokonania charakterystyki porownawczej obu zwigzkéw badanie wykonano wobec
komorek grzybowych C. albicans SC5314 oraz jego mutanta optl-optSA ptr2A ptr22A
pozbawionego gendéw kodujacych permeazy peptydowe PTR i OPT. Otrzymane wyniki
przedstawiono jako zalezno$¢ zmian st¢zenia badanego peptydu w czasie trwania inkubacji

zawiesiny komorek z roztworem badanego peptydu (rys. 37, rys. 38).
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Rys. 37 Zmiany stezenia peptydu (AAAA, PS5, F5) w 1% roztworze glukozy w buforze
fosforanowo-potasowym o pH 5.0 podczas inkubacji zawiesiny komorek
C. albicans SC5314.
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Rys. 38 Zmiany stgzenia peptydu (AAAA, P5, F5) w 1% roztworze glukozy w buforze
fosforanowo-potasowym o pH 5.0 podczas inkubacji zawiesiny komorek
C. albicans optl-opt5A ptr2A ptr22A
Na podstawie uzyskanych wynikow mozna zaobserwowacé, ze szczep C. albicans SC5314
jest zdolny do pobierania peptydu P5 i jego koniugatu z FMDP, czyli F5 (rys. 37), natomiast
mutant pozbawiony wszystkich istotnych permeaz peptydowych, opt1-optSA ptr2A ptr22A, nie
transportuje tych zwigzkow z taka sama szybkoscia (rys. 38). W przypadku opt1-optSA ptr2A
ptr22A mozna zauwazy¢ niewielkie zmniejszenie stezenia badanych peptydow w ciggu 60 minut
inkubacji, natomiast w przypadku szczepu wyjsciowego spadek jest zdecydowanie bardziej

wyrazny i mozna go zaobserwowaé juz po 10 minutach inkubacji (rys. 37). Peptyd modelowy,
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tetrapeptyd Ala-Ala-Ala-Ala, jest wydajnie transportowany przez komorki szczepu dzikiego,
natomiast nie jest transportowany przez komorki mutanta optl-optSA ptr2A ptr22A (rys. 37,
rys. 38).

Otrzymane wyniki podkreslaja rolg permeaz peptydowych w transporcie badanych
zwigzkow, heksapeptydu P5 oraz jego koniugatu F5. Roznice migdzy szczepami w mozliwosci
transportu F5 sg zgodne z otrzymanymi wynikami dotyczacymi aktywnos$ci przeciwgrzybowej
koniugatu. W celu uzupetnienia badan dotyczacych mozliwosci transportu P5 i F5 przez komorki
grzybowe C. albicans przeprowadzono jakosciowa oceng szybkosci transportu znakowanych
fluorescencyjnie pochodnych tych zwigzkéw do komoérek z zastosowaniem mikroskopii
konfokalnej (podr. 4.3.13) oraz ilosciowej oceny pobierania pochodnych przy wykorzystaniu
cytometrii przeptywowej (podr. 4.3.14).

Cispentacyna charakteryzuje si¢ dobra aktywnos$cig przeciwgrzybowa, jednak koniugat
peptydu P5 z tym inhibitorem nie wykazuje takiej aktywnos$ci (podr. 4.3.2, tab. 12). Podj¢tam
zatem prob¢ wyjasnienia braku aktywnosci przeciwgrzybowej koniugatu heksaptydu P5
z cispentacyng, CS5, poprzez zbadanie mozliwo$ci transportu tego koniugatu do komorek
grzybowych.

W celu poréwnania mozliwosci transportu zwigzkéw na wykresie ponizej zestawiono

wartos$ci poczatkowych szybkosci transportu P5, F5, C5 i Ala-Ala-Ala-Ala (rys. 39).

[nmol-mint.mg suchej masy]
N
1

Poczatkowa szybkos¢ transportu

0-
P5 F5 C5 AAAA

Rys. 39  Por6éwnanie poczatkowych szybkosci transportu P5, F5, C5 i Ala-Ala-Ala-Ala (AAAA)
przez komorki C. albicans ATCC 10231 w 1% roztworze glukozy w buforze
fosforanowo-potasowym o pH 5.0.

Zaobserwowano, ze sposrod badanych zwigzkow najwydajniej transportowany jest
peptyd modelowy Ala-Ala-Ala-Ala, a z grupy peptydow penetrujacych i ich koniugatow
najszybciej pobierany jest koniugat z FMDP. Jak wspomniano wyzej zwigzki P5 i F5 sg rowniez
wydajnie pobierane przez komorki szczepu C. albicans SC5314, podobnie przez komorki szczepu

ATCC 10231. Koniugat z cispentacyng wyrdznia si¢ najnizsza szybkoscig transportu, co moze

113



prowadzi¢ do obnizenia si¢ ilosci koniugatu gromadzonego w komorkach i braku dziatania
przeciwgrzybowego.

W celu uzupetnienia badan majacych na celu znalezienie przyczyny braku aktywnosci
koniugatu peptydu penetrujacego PS5 z cispentacyna podjetam si¢ okre§lenia mozliwosci
uwalniania inhibitora, cispentacyny, z koniugatu C5 dzicki analizie ekstraktow bezkomoérkowych
i przesaczy pohodowlanych z wykorzystaniem przedkolumnowej reakcji derywatyzacji

i wysokosprawnej chromatografii cieczowej (podr. 4.3.15).

4.3.13 Jakosciowa ocena akumulacji FITC-P5 i FITC-F5 w komdrkach grzybowych
z zastosowaniem fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej

W celu lokalizacji znakowanych fluorescencyjnie peptydu PS5 i koniugatu F5, a takze
oceny szybkos$ci transportu zwiazkéw wykorzystano ich pochodne z fluoresceing otrzymane
wedtug procedury opisanej w podrozdziale 3.12. W badaniach wykorzystano szczepy C. albicans
ATCC 10231 oraz optl-opt5A ptr2A ptr22A.

Z uwagi na to, ze podczas procesu przygotowywania komoérek do badania integralnosé

$ciany i blony komérkowej mogta zostac¢ zaktdcona, zastosowano jako kontrolg barwnik wigzacy
si¢ z kwasami nukleinowymi, jodek propidyny (PI).
Akumulacje FITC-P5 i FITC-F5 w komorkach szczepu C. albicans ATCC 10231 i komérkach
mutanta delecyjnego opt1-optbA ptr2A ptr22A przedstawiono na zdjeciach ponizej (fot. 5, fot. 6).
Niektore komorki, w ktorych obecny byt zwigzek fluorogenny (FITC-P5, FITC-F5, PI)
oznaczono strzatkami. Fluoresceina i jej pochodne fluoryzujg na zielono, natomiast kompleksy
Pl z DNA na czerwono.

Z poczynionych obserwacji (fot. 5) wynika, ze oba wyznakowane fluorescencyjnie
zwiazki, FITC-P5 i FITC-F5 sa transportowane do komoérek grzybowych C. albicans ATCC
10231 i akumulowane w tych komorkach. W ciagu pierwszych 5 minut nastgpuje akumulacja
zwigzkow w wakuolach. Po 30 minutach badane zwiazki dostaty si¢ do zdecydowanej wigkszos$ci
komoérek mimo braku dezintegracji blony komoérkowej (brak komoérek wybarwionych PI). Dla
komorek kontrolnych nie uzyskano fluorescencji w przypadku dlugosci fali odpowiadajacych
zarowno FITC jak i PI (jedna komorka fluoryzujaca na czerwono oznaczona zostata strzatka).
Transport badanych CPP i FMDP-CPP wyznakowanych fluoresceing zachodzi bardzo wydajnie.
Warto zauwazy¢, ze fluorescencyjnie znakowane P5 i F5 nie maja wplywu na integralnos¢
grzybowej btony komorkowej (brak obecnosci PI w komorkach). Na zdjeciu po lewej stronie
(15 min) mozna zauwazy¢ komorki (oznaczone strzatkami), do ktorych wniknety oba
fluorogenne zwiazki: FITC-P5 i1 PL, z uwagi na przerwanie integralnosci btony, prawdopodobnie
podczas etapu przygotowania probek.

Dos¢ nieoczekiwanie obecno$¢ FITC-P5 i FITC-F5S stwierdzono réwniez po 30 min

inkubacji w komoérkach mutanta delecyjnego optl-optSA ptr2A ptr22A (fot. 6), co wskazuje na
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mozliwo$¢ przedostania si¢ testowanych pochodnych do komoérki grzybowej mimo nieobecnosci
transporterow peptydowych typu PTR i OPT. Oczywiscie informacje uzyskane w tym
eksperymencie majg jedynie charakter jakoSciowy, nie mozna bylo zatem pordéwnaé ilosci
zakumulowanych zwigzkéw w obu typach komorek.

Lépez-Garcia i inni badali mozliwo$¢ transportu do komorek grzybowych S. cerevisiae
peptydu PAF26 (PKF26) 0 sekwencji odpowiadajacej P35, jednakze ztozonego z D-aminokwasow,
a ponadto acetylowanego na N-koncu i amidowanego na C-koncu (Lopez-Garcia i in. 2002).
W badaniach wykorzystujacych FITC-PAF26 zauwazono jedynie 20% wydajnos$¢ transportu
zwigzku do komorek drozdzowych S. cerevisiae (Lopez-Garcia i in. 2010). Roznice
W otrzymanych wynikach moga by¢ zwiagzane przede wszystkim z r6éznicg gatunkowa (Payne

i Smith, 1994), a takze wynika¢ z roznic w budowie i stereochemii badanych peptydow.

115



Kontrola

Fot. 5 Zestaw fotografii przedstawiajacy proces akumulacji FITC-P5 (po lewej) i FITC-F5 (po prawej)
w komorkach C. albicans ATCC 10231 po 5, 15 i 30 min inkubacji. Lewy gorny panel (LG) przedstawia
obraz przez filtr dedykowany FITC; prawy gorny panel (PG) przedstawia obraz przez filtr dedykowany PI;
lewy dolny panel (LD) przedstawia obraz bez filtru; prawy dolny panel (PD) przedstawia obraz uzyskany
przez natozenie trzech paneli (LG, PG i LD).
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Kontrola

Fot. 6 Zestaw fotografii przedstawiajacy proces akumulacji FITC-P5 (po lewej) i FITC-F5 (po prawej)
do komoérek mutanta delecyjneqo optl-optSA ptr2A ptr22A po 30 min inkubacji. Lewy gorny panel
(LG) przedstawia obraz przez filtr dedykowany FITC; prawy gérny panel (PG) przedstawia obraz
przez filtr dedykowany PI; lewy dolny panel (LD) przedstawia obraz bez filtru; prawy dolny panel
(PD) przedstawia obraz uzyskany przez natozenie trzech paneli (LG, PG i LD).

4.3.14 llosciowa ocena pobierania FITC-P5 1 FITC-F5 przez komorki grzybowe
Z zastosowaniem fluorescencyjnej cytometrii przeptywowej

Doswiadczenia z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej pozwolity na oceng liczby
komorek grzybowych zdolnych do akumulacji znakowanych fluorescencyjnie peptydow P5 i F5.
Jako znacznik fluorescencyjny zastosowano fluoresceing, ktoéra wprowadzono do peptydu
poprzez ich reakcje z izocyjanianem fluoresceiny jak opisano w podrozdziale 3.12. W badaniach
wykorzystano szczep C. albicans ATCC 10231 oraz opt1-opt5A ptr2A ptr22A. Z uwagi na to, ze

117



podczas procesu przygotowywania komoérek do badania, integralno$¢ btony komorkowej mogta
zostac¢ zakldcona, zastosowano w ramach kontroli barwnik wigzacy si¢ z kwasami nukleinowymi,
jodek propidyny (PI). Przerwanie integralnosci btony komérkowej umozliwitoby rowniez FITC-
CPP dostep do komorki. Histogramy prob kontrolnych natozono na histogramy prob badanych

i 0znaczono kolorem czerwonym.

a) Eksperyment z komérkami C. albicans ATCC 10231
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Rys. 40 Histogramy FL1 i FL2 uzyskane dla proby kontrolnej: zawiesiny C. albicans ATCC 10231
wybarwionej PI. Detektor fluorescencji FL1 odpowiada FITC, natomiast detektor FL2 - PI.
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Rys. 41 Histogramy FL1 i FL2 uzyskane dla proby badanej: zawiesiny C. albicans ATCC 10231 po
inkubacji z FITC-P5 wybarwionej PIl. Detektor fluorescencji FL1 odpowiada FITC, natomiast

detektor FL2 - PI.
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Rys. 42 Histogramy FL1 i FL2 uzyskane dla proby badanej: zawiesiny C. albicans ATCC 10231 po
inkubacji z FITC-F5 wybarwionej PIl. Detektor fluorescencji FL1 odpowiada FITC, natomiast

detektor FL2 - PI.

Na przedstawionych histogramach komorek kontrolnych (rys. 40) mozna zauwazy¢

wyrazng subpopulacje komorek kontrolnych, ktora charakteryzuje si¢ brakiem fluorescencji

odpowiadajacej FITC (FL1) — obszar M1, odpowiada 99% calej populacji. Niektore z komorek,
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ktorych integralno$¢ blony komorkowej zostata zaktdocona zostaly zabarwione zwigzkiem

fluorogennym PI (FL2) — obszar M2, odpowiada 21% catej populacji.

Na histogramach komorek poddanych dziataniu FITC-P5 lub FITC-F5 (rys. 41, rys. 42)

mozna zaobserwowac wysoka fluorescencje wykryta na detektorze FLL1 (odpowiadajacym FITC,

obszar M2) w poréwnaniu do proby kontrolnej (oznaczonej na czerwono). Otrzymanie

histogramu w obszarze M2 $wiadczy o obecno$ci znakowanych peptydéw FITC-P5 i FITC-F5

w komorkach C. albicans. Transport zachodzi wydajnie i zdecydowana wigkszo$¢ komorek

zawiera zwigzek fluorogenny, FITC-P5 i FITC-F5, co stanowi odpowiednio 94% i 96% populacji.

Na histogramach FL2 mozna zauwazy¢ przewage (98%) populacji komdrek w obszarze M1, co

oznacza brak fluorescencji odpowiadajacej PI. Fluorescencja komdrek w obu przypadkach nie

jest zwigzana z przepuszczalnoscia btony komorkowej co potwierdzone jest przez brak lub

niewielka ilo$¢ sygnatow na detektorze FL2.

b) Eksperyment z komdrkami C. albicans opt1-opt5A ptr2A ptr22A
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Rys. 43 Histogramy FL1 i FL2 uzyskane dla proby kontrolnej: zawiesiny C. albicans optl-opt5SA ptr2A
ptr22A wybarwionej Pl. Detektor fluorescencji FL1 odpowiada FITC, natomiast detektor FL2 -

Pl.
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Rys. 44 Histogramy FL1 i FL2 uzyskane dla proby badanej: zawiesiny C. albicans optl-optSA ptr2A
ptr22A po inkubacji z FITC-P5 wybarwionej Pl. Detektor fluorescencji FL1 odpowiada FITC,

natomiast detektor FL2 - PI.
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Rys. 45 Histogramy FL1 i FL2 uzyskane dla proby badanej: zawiesiny C. albicans optl-opt5A ptr2A
ptr22A po inkubacji z FITC-F5 wybarwionej Pl. Detektor fluorescencji FL1 odpowiada FITC,
natomiast detektor FL2 - PI.

Analizujac wyniki tego eksperymentu przedstawione na rys. 43-45 trzeba wzia¢ pod
uwagg, ze podczas jego wykonywania nastgpito naruszenie cigglosci btony cytoplazmatycznej
u stosunkowo duzej czgsci populacji komorek (18-30%, barwienie PI).

Na histogramach prob zawiesiny komorek C. albicans optl-opt5A ptr2A ptr22A po
inkubacji z FITC-P5 i FITC-F5 (rys. 44, rys. 45) stwierdzono obecno$¢ subpopulacji komorek
wybarwionych fluoresceing, jednak o duzo nizszej fluorescencji niz dla komérek C. albicans
ATCC 10231 (naniesiono na histogram kolorem niebieskim). Warto zwrdci¢ uwagge na niewielkie
subpopulacje o wyzszej fluorescencji w obszarze M2 oznaczonych zielong strzatka (rys. 44,
rys. 45). Uwzgledniajac rowniez spora ilo$¢ komorek z naruszong btong (18%, 23%), ktére moga
zawyza¢ oceng stopnia akumulacji FITC-P5 i FITC-F5, mozna z duzym prawdopodobiefistwem
stwierdzi¢, ze komorki mutanta delecyjnego akumuluja mniej wydajnie badane zwiazke, FITC-
P5 i FITC-F5, w porownaniu z komorkami ATCC 10231. Ta roznica jest najprawdopodobniej
zwigzana z mniejsza predkoscia transportu znakowanych peptydow do wnetrza komoérek mutanta
1 w konsekwencji uzyskaniu niejednorodnie wyznakowanej populacji komoérek. Z oczywistych
wzgledow penetracja peptydow do komoérek mutanta nie moze odbywac si¢ za posrednictwem
permeaz, wiec obserwowane zakumulowane peptydy musialty wniknag¢ do komoérek na drodze
transportu biernego, wlasciwego dla CPP. Jest to jednak w tym przypadku transport mato

efektywny.

4.3.15 Analiza mozliwosci hydrolizy koniugatu C5

W celu znalezienia przyczyny braku aktywno$ci przeciwgrzybowej koniugatu
heksapeptydu P5 z cispentacyng wykonano seri¢ eksperymentéw polegajacych na okresleniu
mozliwosci uwolnienia inhibitora ze struktury koniugatu w ekstrakcie bezkomérkowym oraz
W supernatancie po inkubacji zawiesiny komoérek z C5. Analize przeprowadzono
z wykorzystaniem reakcji przedkolumnowej derywatyzacji i wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC). Procedury przeprowadzonych doswiadczen zostaly przedstawione

W podrozdziatach 3.15 i 3.16.
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Dzigki przeprowadzonej reakcji derywatyzacji bylo mozliwe uzyskanie sygnatu
pochodzacego od pochodnej aminokwasu - kwasu (1R,2S)-2-aminocyklopentanowego
(cispentacyny) i potwierdzenie ewentualnej obecnosci tego zwigzku w badanych probkach.
Odpowiednich sygnatéw nie uzyskano dla peptydu P5 i koniugatu C5. Zastosowane warunki
derywatyzacji i rozdziatu umozliwialy jednak zidentyfikowanie obecno$ci cispentacyny.

Chromatogramy probek roztworu wzorcowych (C, C5, P5) po reakcji derywatyzacji

zamieszczono ponizej (rys. 46, rys. 47, rys. 48).
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Rys. 46 Chromatogram probki bedacej roztworem cis-pentacyny (C) po inkubacji z TCA
i reakcji derywatyzacji.
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Rys. 47  Chromatogram probki bedacej roztworem koniugatu C5 po inkubacji z TCA
i reakcji derywatyzacji.
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Rys. 48 Chromatogram probki bedacej roztworem peptydu P5 po inkubacji z TCA i reakcji derywatyzacji.

4.3.15.1 Proba oceny mozliwosci hydrolizy peptydu C5 w ekstrakcie bezkomorkowym
Koniugat C5 po dostaniu si¢ do wngtrza komorki dla wywotania efektu
przeciwgrzybowego, powinien zostaC rozciety przez wewnatrzkomorkowe permeazy, aby
uwolni¢ czgsteczke inhibitora, cispentacyne, dlatego sprawdzono czy aktywnos$¢ ekstraktu
bezkomorkowego uzyskanego z komoérek grzybowych umozliwia uwolnienie inhibitora.
Analizie HPLC poddano probke ekstraktu bezkomoérkowego z komoérek C. albicans
inkubowana z peptydem C5. Na uzyskanym chromatografie (rys. 49) nie wida¢ sygnatu
odpowiadajgcego cispentacynie. Sygnatl taki jest natomiast obecny na chromatografie probki

zawierajacej ekstrakt bezkomorkowy i cispentacyne (rys. 50).
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Rys. 49 Chromatogram probki bedacej roztworem koniugatu C5 po 30 minutowej inkubacji
z ekstraktem bezkomorkowym, po inkubacji z TCA i reakcji derywatyzacji.
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Rys. 50 Chromatogram probki bedacej roztworem cispentacyny (C) po 30 minutowej inkubacji
z ekstraktem bezkomorkowym, po inkubacji z TCA i reakcji derywatyzacji.

Wyniki te wskazuja, ze koniugat C5 nie ulega prawdopodobnie hydrolizie pod wptywem
enzymow znajdujacych sie w ekstrakcie bezkomorkowym, a przynajmnie;j takiej, w wyniku ktorej

nastepuje uwolnienie cispentacyny.

4.3.15.2 Proba oceny mozliwosci pozakomorkowej hydrolizy peptydu C5
W tym eksperymencie sprawdzano, czy peptyd C5 moze by¢ hydrolizowany przez

enzymy proteolityczne wydzielane przez komorki C. albicans ATCC 10231. Analizie HPLC
poddano supernatant otrzymany po odwirowaniu zawiesiny komorek inkubowanych z peptydem
C5. Podobnie jak w poprzednim eksperymencie, nie stwierdzono obecnosci sygnatu
odpowiadajacego cispentacynie (rys. 51). Sygnal taki wystgpowal na chromatogramie
supernatantu otrzymanego po odwirowaniu zawiesiny komoérek inkubowanych z cispentacyna

(rys. 52).
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Rys. 51 Chromatogram probki bedacej roztworem koniugatu C5 po 30 minutowej inkubacji
z ekstraktem bezkomorkowym, po inkubacji z TCA i reakcji derywatyzacji.
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Rys. 52  Chromatogram probki bedacej roztworem cispentacyny (C) po 30 minutowej inkubacji
z ekstraktem bezkomorkowym, po inkubacji z TCA i reakcji derywatyzacji.

Wyniki tych eksperymentow wskazuja, ze cispentacyna nie jest uwalniana z C5 przez
enzymy proteolityczne C. albicans ATCC 10231. Opornos¢ na hydrolize w potaczeniu ze
stwierdzonym wczesniej niklym transportem tego peptydu do komédrek decyduje o niskiej

aktywnosci koniugatu C5 wobec C. albicans.
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PODSUMOWANIE

Analiza wynikow uzyskanych w wyniku badan umozliwia sformutowanie nastepujacych

najwazniejszych wnioskow:

1.

Peptydy Ala-Ala, Ala-Ala-Ala, Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP sg transportowane do
wngtrza komorek C. albicans przez permeazy systemu PTR.

Permeaza systemu OPT kodowana przez gen OPT1 odpowiada za transport peptydu
modelowego Ala-Ala-Ala-Ala. Peptydy uwazane za CPP oraz ich koniugaty z FMDP
(FMDP-VPMLK, FMDP-KLPVM, FMDP-KKVVFWVKFK, FMDP-RKKWFW,
FMDP-VRLPPP, FMDP-KKKKKKKKK) sg transportowane do komorek C. albicans za
posrednictwem permeaz systemu OPT.

Brak lub nieznaczny transport oligopeptydow wykazany u mutanta optl-optSA ptr2A
ptr22A wskazuje, ze permeazy Ptr2, Ptr22 oraz Optl-Opt5 sa jedynymi permeazami,
dzieki ktorym komorki mogg pobieraé te peptydy ze srodowiska.

Wrazliwos¢ mutanta ptr2A ptr22A na Lys-Nva-FMDP w podlozu zawierajacym
glutaminian sodu jako zrédto azotu aminokwasow sugeruje, ze permeazy OPT moga by¢
rOwniez zaangazowane Ww pobieranie tripeptydéw, co potwierdza wczesniejsze
obserwacje (Milewski i in. 1988; Dunkel i in. 2013).

Sktadniki podioza, szczegodlnie rodzaj zrodla azotu maja zasadniczy wplyw na ekspresje
genow permeaz peptydowych.

Znakomita wigkszo$¢ (97%) komorek izolowanych z kolonii wyrastajacych wewnatrz
stref wzrostu zahamowanego w wyniku dziatania Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP nie
wykazuje trwatego obnizenia wrazliwosci na dziatanie tych oligopeptydow. Trzy sposrod
szesciu izolatow wykazujacych pozornie ceche trwatego oslabienia wrazliwosci na
dziatanie Nva-FMDP i Lys-Nva-FMDP, odzyskiwato tag wrazliwo$¢ w wyniku
wielokrotnego pasazowania w podtozu bogatym w oligopeptydy. Trwata opornos¢ trzech
izolatow, mogaca by¢ wynikiem mutacji, prawdopodobnie jest zwigzana z brakiem
transportu di- i tripeptydow przez permeazy PTR, Ptr2 i/lub Ptr22. Przyczyng opornosci
moze by¢ mutacja w obrebie genow PTR lub PTR22 albo ktorego$ z gendow
regulatorowych.

Koniugaty oligopeptydow uwazanych za nalezace do kategorii CPP z N-koficowym
FMDP wykazuja duzo silniejsze dziatanie przeciwgrzybowe wobec C. albicans
W podtozach minimalnych w porownaniu do odpowiednich wyjsciowych peptydow (bez
przytaczonego FMDP).

Wyzsza aktywno$¢ koniugatow w porownaniu z peptydami nosnikowymi jest
konsekwencja zahamowania biosyntezy chityny, co wskazuje na hamowanie Syntazy

GIcN-6-P przez FMDP uwolniony z koniugatow wewnatrz komoérek C. albicans.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Obecnos¢ w podtozu oligopeptydow lub mieszaniny aminokwasow obniza aktywno$¢
koniugatow.

Jeden z badanych koniugatow, FMDP-(Arg)s, wykazuje aktywnos$¢ wobec C. albicans
w podtozu RPMI-1640, a aktywno$¢ ta nie zalezy od obecnosci permeaz peptydowych,
co sugeruje wnikanie tego koniugatu do komoérek jako peptydu penetrujgcego.

Pozostate badane koniugaty wykazujg brak lub niewielka aktywno§¢ wobec mutantow
delecyjnych pozbawionych permeaz peptydowych oraz w podtozu RPMI-1640, co neguje
ich dziatanie i zastosowanie jako CPP. Z drugiej strony, za pomoca mikroskopii
konfokalnej i cytometrii przeplywowej wykazano niewielka akumulacje fluorescencyjne;j
pochodnej koniugatu FS w komoérkach mutanta delecyjnego optl-optSA ptr2A ptr22A,
jednak duzo mniejsza niz w komoérkach typu dzikiego. Mozna zatem przypuszczaé, ze
koniugaty te transportowane sg do komorek gtéwnie za posrednictwem permeaz systemu
OTP, najprawdopodobniej przez Optl i tylko w niewielkim stopniu w inny sposob,
niezalezny od blonowych biatek transportowych.

Aktywnos$¢ peptydu P3 (KSL-W) okazata si¢ by¢ niezalezna od sktadu i pH podiozy,
atakze od rodzaju zrodta azotu w podtozu. Peptyd P3 byl rowniez aktywny wobec
mutantéw delecyjnych pozbawionych permeaz peptydowych, a takze w obecnosci
inhibitorow endocytozy. Wykazano, ze mechanizm wnikania P3 jest niezalezny od
obecnosci w komodrce permeaz peptydowych i nie jest prawdopodobnie oparty
0 endocytoze, zatem jego dziatanie przeciwgrzybowe przypuszczalnie nie wigze si¢
z celem molekularnym znajdujacym si¢ we wnetrzu komorki.

Dotaczenie FMDP jako reszty N-koncowej peptydu P3 (F3) niweluje jego dziatanie
biologiczne. Koniugat FMDP-KKVVFWVKFK bedacy undekapeptydem jest
najprawdopodobniej transportowany do komoérek C. albicans przez permeazy systemu
OPT, dla ktorych dotychczas sugerowano zdolnos$¢ transportu oligopeptydow o dlugosci
do o$miu reszt aminokwasowych (Reufp i Morschhduser, 2006). Koniugat
0 zmodyfikowanym  C-koficu  peptydu  wykazywal  natomiast  aktywnos¢
przeciwgrzybowa zblizona do wyjsciowego peptydu P3.

Koniugaty FMDP z oligopeptydami uwazanymi za CPP nie wykazuja aktywnosci wobec
innych niz C. albicans szczepéw z rodzaju Candida, natomiast ich aktywno$¢ wobec
wielolekoopornych klinicznych szczepow C. albicans z nadekspresja pomp CDR1/CDR2
lub MDR1 jest taka sama lub zblizona do aktywnos$ci wobec szczepow nie wykazujacych
fenotypu opornosci wielolekowe;.

Badane oligopeptydy (poza KSL-W) oraz ich koniugaty z FMDP nie wykazujg dziatania

hemolitycznego.
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16.

17.

18.

19.

Dziatanie badanych koniugatoéw o dlugosci od 7 do 11 reszt aminokwasowych nie
indukowalo tworzenia kolonii komoérek pozornie opornych, tak jak ma to miejsce
w przypadku dziatania Nva-FMDP lub Lys-Nva-FMDP.

Koniugaty peptydow z BADP wykazywaty staba aktywnos¢ przeciwgrzybowa, jedynie
W podtozu minimalnym YNB-GS.

Koniugat heksapeptydu PS5 =z cispentacyna (C5) nie wykazywal aktywnosci
przeciwgrzybowej. Przyczyna braku aktywnoS$ci jest brak transportu koniugatu do
komorek grzybowych, a takze brak uwalniania inhibitora po dotarciu zwiazki do wnetrza
komérki grzybowe;.

Wersje badanych koniugatow amidowane na C-koncu nie byly bardziej aktywne od ich

wolnych odpowiednikow.

Wykorzystanie peptydéw jako nosnikow zwiazkow przeciwgrzybowych, dla ktérych

bariera grzybowej btony komoérkowej jest trudna lub niemozliwa do pokonania, jak w przypadku

inhibitorow enzymatycznych, stanowi obiecujacg strategi¢ projektowania nowych potencjalnych

lekow przeciwgrzybowych, jednak wymaga wielu badan pozwalajacych na zaproponowanie

optymalnych struktur no$nikéw spetniajacych wszystkie oczekiwania wobec tego typu no$nikow

przy zastosowaniu nie tylko in vitro, ale w szczegdlnosci in vivo.
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