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3-bromopirogronian (3-BP) jest malg czasteczkg uzyskiwang w wyniku syntezy i bromowania
pirogronianu. W 2000 roku wykazano silne wtasciwosci przeciwnowotworowe tego zwigzku. Jego zaletg jest
selektywna 1 wysoka aktywnos¢ wobec komorek nowotworowych wykazujacych efekt Warburga oraz mata
toksycznos¢ wzgledem komorek zdrowych. Badania przeprowadzone w Zakladzie Genetyki Instytutu
Genetyki i Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego wykazaty brak mutagennych whasciwosci zwigzku.
Ponadto, analizy przeprowadzone na szczepach Saccharomyces cerevisiae ujawnity, ze 3-BP nie jest
substratem dla transporterow btonowych z rodziny PDR, ktére odpowiedzialne sa za fenotyp opornosci na
wiele lekéw przeciwnowotworowych i1 przeciwgrzybiczych. Do tej pory przebadaliSmy 113 szczepow
réznych gatunkow grzybow pod wzgledem ich wrazliwos$ci na dziatanie 3-BP. Szczego6lnie wrazliwe okazaty
si¢ szczepy Cryptococcus neoformans. Sposrod 38 réznych gatunkow tylko C. neoformans i C. gattii sa
gatunkami patogennymi. Kryptokokoza wywotywana przez te patogeny stanowi powszechny problem
szczegoblnie istotny dla pacjentow z immunosupresja i jest jedng z czestszych przyczyn zgondéw chorych na
AIDS. Odsetek przypadkow $miertelnych kryptokokozy u pacjentow po przeszczepie lub z nowotworami
uktadu krwiotwoérczego sigga ponad 40%. W literaturze przedmiotu czgsto zwraca si¢ uwage na brak
skutecznej terapii w leczeniu ustrojowych zakazen grzybiczych wywotanych przez szczepy wielolekooporne.
Najczesciej stosowane sg mato skuteczne leki azolowe oraz droga i wysoce nefro- i hepatotoksyczna
amfoterycyna B.

Celem glownym projektu badawczego jest poznanie molekularnych przyczyn duzej wrazliwosci
patogennych grzybow z rodzaju Cryptococcus na dziatanie nowego, potencjalnego leku
przeciwnowotworowego i przeciwgrzybicznego - 3-bromopirogronianu. Zbadane zostang zmiany
fizjologiczne i biochemiczne zachodzace pod wplywem dziatania zwigzku, w komorkach grzybow
nalezacych do rodzaju Cryptococcus. W celu sprawdzenia czy istnieje korelacja pomigdzy odmienng
wrazliwos$cig roznych gatunkéw Cryptococcus spp. na dziatanie 3-BP a tempem akumulacji tego zwiagzku w
komoérkach, zostanie zbadana kinetyka jego transportu z wykorzystaniem 3-BP znakowanego izotopem “C.
Kolejnym waznym czynnikiem wplywajacym na zréznicowang wrazliwos¢ grzybow jest odmienny poziom
wewnatrzkomorkowego glutationu (GSH). Tak wigc zostanie porownany naturalny poziom GSH w
komorkach roznych przedstawicieli Cryptococcus spp. oraz zbadany zostanie wptyw 3-BP na zmiang
stezenia GSH w komorkach analizowanych szczepdw, przy rownoczesnej kontroli przezywalnosci komorek
w kazdym punkcie czasowym. Ponadto, zamierzeniem projektu jest roéwniez identyfikacja transporterow 3-
BP, a takze innych krétkotancuchowych kwaséw karboksylowych w komorkach C. neoformans i C. gattii.
W pierwszej kolejno$ci zostang przeprowadzone badania in silico w celu odnalezienia sekwencji
nukleotydowych kodujacych potencjalne transportery wykazujace konserwatywng konstrukcje
aminokwasowsg charakterystyczng dla grupy transporterow Jenl. Nastgpnie zbadana zostanie zmiana
ekspresji analizowanych genéw pod wptywem inkubacji w obecnosci 3-BP. Kolejnym etapem bedzie
przeprowadzenie heterologicznej ekspresji wybranych genéw w komorkach S. cerevisiae Ajenl Aady2 przy
uzyciu plazmidu p416-GPD. Szczep ten posiada delecje dwoch genow kodujacych najwazniejsze drozdzowe
transportery krotkotancuchowych kwasow karboksylowych. Dlatego, poézniejsze okreslenie Kinetyki
transportu 3-BP i innych kwasow karboksylowych w komorkach uzyskanych transformantow zweryfikuje
funkcje wprowadzonych gendéw. Ponadto, obecnos$¢ Iub brak transporteréw analizowanych zwiazkéw moze
determinowac wrazliwos$¢ roznych szczepdéw na dziatanie fungicydow takich jak 3-BP.

Wyniki realizowanego projektu na poziomie badan podstawowych dostarcza nowych informacji na
temat mechanizmoéw odpowiedzi komorkowej grzybow z rodzaju Cryptococcus na dziatanie 3-BP. Doktadne
poznanie i zrozumienie zmian zachodzacych w komorkach tego patogenu bedzie cennym elementem
pozwalajacym na lepsze poznanie jego fizjologii i genetyki oraz moze stanowi¢ podstawe przysztych badan,
ktoérych celem jest stworzenie nowych lekéw 1 strategii leczenia kryptokokozy u ludzi. Ponadto,
poszukiwanie substratow dla wybranych transporteréw blonowych, ktoére opisywane sa jako potencjalne
transportery kwasow karboksylowych. Tak wiec jest to istotne nie tylko z punktu widzenia identyfikacji
transportera dla 3-BP, ale rowniez okreslenia niepoznanych dotad funkcji tych bialek.



