Candida albicans, oportunistycznie patogenny drobnoustréj, jest gtdowna przyczyng grzybowych infekcji uktadowych u
cztowieka. Wysoka $miertelno$¢ wsrod chorych na uogélniong kandydoze, szczegdlnie posrdd pacjentow z ostabionym ukladem
odpornos$ciowym, spowodowana jest m.in. brakiem skutecznych lekéw. Kazdy ze stosowanych obecnie chemoterapeutykéw
przeciwgrzybowych obarczony jest rozmaitymi wadami. Zwiazki te sg albo bardzo toksyczne dla organizmu ludzkiego, jak np.
Amfoterycyna B, albo tez, bedac stosunkowo nietoksycznymi wykazujg inne ujemne cechy, jak np. szybkie narastanie opornosci
(5-fluorocytozyna), lub wylacznie grzybostatyczne a nie grzybobdjcze dziatanie (Flukonazol). Przyczyng braku skutecznych
chemoterapeutykoéw przeciwgrzybowych sga miedzy innymi duze podobienistwa biochemiczne miedzy komorkami grzybow i
ssakOw. Pozadane, a nawet konieczne jest poszukiwanie i praktyczne wykorzystanie nowych celéw molekularnych — elementéw
roznigcych jakosciowo komorki grzyba od komorek ssaka. Na przestrzeni ostatnich kilku lat wprowadzono do lecznictwa
zaledwie dwa nowe leki przeciwgrzybowe: worikonazol i kaspofungine. Ponadto tylko drugi z tych lekbw mozna uzna¢ za
faktyczng nowgq jako$é, z uwagi na mechanizm dziatania, ktérego gtdwnym elementem jest hamowanie aktywnosci syntazy
B(1-3)glukanu - polisacharydu stanowigcego wazny skladnik $ciany komorkowej wielu (ale nie wszystkich) grzybow
patogennych dla cztowieka.

W opisanej powyzej sytuacji, panuje powszechne przeSwiadczenie o pilnej potrzebie poszukiwania nowych potencjalnych
chemoterapeutykow przeciwgrzybowych, w tym szczegélnie takich, ktére wykorzystujg w swoim mechanizmie dziatania nowe
cele molekularne. Szlaki biosyntezy aminokwaséw stanowig potencjalne zrédto nowych celow molekularnych w  terapii
przeciwgrzybowej, zwkaszcza tych aminokwaséw, ktore nie wystepujg w komorkach ludzkich. Celem poznawczym projektu jest
petna charakterystyka dwdch enzymdw szlaku biosyntezy /degradacji aminokwaséw aromatycznych (Aro8p, Aro9p) oraz
weryfikacja hipotezy mozliwosci wykorzystania ich jako celéw molekularnych w chemoterapii przeciwgrzybowej. Proponowane
podejscie jest uwarunkowane egzogennym (Phe, Trp) lub wzglednie egzogennym (Tyr) charakterem aminokwaséw
aromatycznych dla ludzi oraz zdolnoscig komorki grzybowej do jego syntezy, a takze brakiem lekéw przeciwgrzybowych
charakteryzujacych sie niska toksycznoscig czy szerokim spektrum dziatania. Kluczowe procesy zachodzace podczas infekgji,
takie jak: adhezja, filamentacja, penetracja i niszczenie komérek gospodarza zwigzane sa z ekspresja licznych biatek, co prowadzi
do znacznego zwiekszenia zapotrzebowania na aminokwasy. Ponadto ze wzgledu na prawdopodobne szerokie spektrum
substratowe Aro8p i Aro9p enzymy te moga petnic¢ kluczowe role w kilku istotnych dla prawidtowego funkcjonowania komorek
grzybowych szlakach biosyntetycznych (m.in. biosynteza aminokwaséw aromatycznych oraz L-Lys).

Plan badan obejmuje ustalenie metodami genetyczno-biochemicznymi konsekwencji braku aktywnosci Aro8p i Aro9p dla
przezywalnosci i wirulentnosci komdrek C. albicans, petng charakterystyke biochemiczna w/w enzyméw oraz uzyskanie
informacji strukturalnych niezbednych dla racjonalnego zaprojektowania ewentualnych inhibitoréw obu enzyméw. Rozbicie obu
kopii (C. albicans jest organizmem diploidalnym) kazdego z gendéw dokonana zostanie z zastosowaniem techniki
ukierunkowanego nokautu genowego wykorzystujacej miejscowo-specyficzng rekombinaze FLP we wspotpracy z tworcy tej
techniki. Uzyskane mutanty zostang w petni scharakteryzowane pod katem fenotypowym, w poréwnaniu z komorkami
macierzystymi, szczegdlnie w aspekcie mozliwosci ich przezycia w warunkach in vitro, a takze pod katem wptywu braku
aktywnosci Aro8p i Aro9p na podstawowe czynniki wirulencji (m. in. zdolno$¢ do transformacji morfologicznej, adhezji,
tworzenia i wzrostu w postaci biofilmu oraz wytwarzania i wydzielania na zewnatrz komérki proteaz aspartylowych,
odpowiedzialnych za uszkodzenie tkanki gospodarza). W kolejnym etapie okreslona zostanie wirulentnosci mutantow w
mieszanej hodowli z ludzkimi komdrkami nablonkowymi oraz w modelu mysiej kandydozy z wykorzystaniem noworodkow
mysich. Ponadto, zostang wyizolowane i scharakteryzowane biatka enzymatyczne, a otrzymane preparaty bedg wykorzystane do
nastawiania przesiewowych testéw krystalizacyjnych

Projekt dotyczy badan, ktére stanowic¢ beda niezbedny i istotny punkt wyjsciowy do dalszego rozwijania i testowania opisanej
strategii terapeutycznej. Uzyskane wyniki dostarcza informacji dotyczacych molekularnych skutkéw zablokowania szlaku
biosyntezy aminokwasdw aromatycznych na etapie funkcjonowania aminotransferaz aromatycznych Aro8p i Aro9p.



