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Список сокращений

АМП – антимикробные пептиды;
МИК – минимальная ингибирующая концентрация;

ОП530 – значение оптической плотности при длине волны 530 нм;

∆ОП530– разница значений ОП530 до и после инкубации пробы;
ОФ ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография;

APD (The Antimicrobial Peptide Database) – база данных, содержащая информацию об антимикробных пептидах;
FDA (Food and Drug Administration) – Управление по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов, США;
FICI (fractional inhibitory concentration index) – фракционная подавляющая концентрация (для комбинаций антимикробных средств);
FLIP (Fly Larvae Immune Peptides) – комплекс пептидов иммунного ответа личинок C. vicina;

FLIP интактных личинок – комплекс, полученный из неиндуцированных личинок;

FLIP C. krusei ATCC 6258 – комплекс, полученный путем индукции личинок C. krusei ATCC 6258;

FLIP E. coli ATCC 25922 – комплекс, полученный путем индукции личинок E. coli ATCC 25922;

FLIP E. coli M17 – комплекс, полученный путем индукции личинок E. coli M17;

FLIP S. aureus 203 – комплекс, полученный путем индукции личинок S. aureus 203;
Imd-путь (The immune deficiency pathway) – путь активации иммунокомпетентных клеток, приводящий к синтезу антимикробных пептидов;

Toll-путь (Toll-like receptors (TLRs) signal transduction pathway) - путь активации иммунокомпетентных клеток, приводящий к синтезу антимикробных пептидов;

NAC (non-albicans Candida) – группа, включающая представителей рода Candida, за исключением C.albicans; 

PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны; 
PRRs (pattern recognition receptors) – рецепторы, распознающие PAMPs; 
1. Введение.

Дрожжевые грибы рода Candida являются представителями естественной микробиоты 75% людей и в случае снижения иммунного статуса хозяина они способны вызывать оппортунистические инфекции – кандидозы (Mulu et al., 2013). 
Данные заболевания чаще всего приводят к поражению кожи и слизистых тканей. Ежегодно в мире регистрируется до 30 миллионов случаев вагинального кандидоза (Moyes, Naglik, 2011), у 50% новорожденных грибы рода Candida являются причиной кожных инфекций (Elewski, 1996). Среди ВИЧ-инфицированных, а также пациентов, длительное время пребывающих в больничных учреждениях на интенсивной терапии, регистрируется инвазивная форма (Ben-Ami, 2018). В соответствии с эпидемиологическими данными США, инвазивный кандидоз встречается относительно редко и составляет 6-10 случаев на 100 тысяч населения (Pfaller, Diekema, 2004). 

На сегодняшний день в терапии кандидозов применяется большое количество синтетических препаратов, которые относятся к группам азолов и полиенов (Guidelines/Outcomes Committee et al., 1996). Среди них, самыми широко используемыми являются флуконазол и амфотерицин В, побочным эффектом применения которых являются аллергические реакции. Кроме того, у ряда представителей рода Candida была выявлена устойчивость к данным препаратам (Safavieh et al., 2016). В связи с этим, поиск новых лекарственных препаратов против кандидозов остается крайне актуален. 

Наиболее перспективным направлением создания новых эффективных препаратов является выделение из живых организмов веществ, обладающих противомикробной активностью. К данным веществам относятся антимикробные пептиды (АМП) – положительно заряженные белки, синтез которых запускается при взаимодействии с факторами среды (Maróti et al., 2011). 
АМП продуцируются как прокариотическими, так и эукариотическими организмами (Bondaryk et al., 2017). Среди организмов-продуцентов наиболее перспективны насекомые, продукция АМП которыми является ключевой реакцией гуморального иммунного ответа. В ходе ее реализации, в гемолимфе накапливается целый ряд АМП, обладающих противобактериальной, противовирусной и противогрибковой активностью (Yi et al., 2014). 

На протяжении последних двух десятилетий в лаборатории Биофармакологии и иммунологии насекомых СПбГУ в качестве источника лекарственных веществ изучают уникальную модель - синюю мясную муху Calliphora vicina (Chernysh, Gordya, 2011). Получение гуморальных факторов гемолимфы подразумевает индукцию иммунного ответа посредством введения бактерий в полость тела живых личинок и последующее выделение синтезированных АМП рутинными биохимическими методами из биомассы насекомых. В результате получают препарат FLIP (Fly Larvae Immune Peptides), который является комплексом пептидов иммунного ответа C. vicina.

К настоящему моменту, были выявлены активные компоненты препарата  - дефензины, цекропины, диптерицины и пролин-богатые белки (Chernysh, Gordya, Simonenko, 2000). Была установлена активность данного препарата в отношении грамположительных и грамотрицательных бактерий (Gordya et al., 2017). Было показано, что препарат FLIP способен предотвращать развитие резистентности у грамотрицательных бактерий (Chernysh, Gordya, Suborova, 2015). Он обладает способностью к синергическому взаимодействию с антибиотиками, применяемыми в терапии бактериальных инфекций (Chernysh et al., 2018). Однако противогрибковая активность препарата FLIP C. vicina до сих пор не изучалась.

В соответствии с вышеизложенным, целью настоящей работы было изучение  чувствительности дрожжевых грибов рода Candida к комплексу пептидов иммунного ответа личинок синей мясной мухи C. vicina. Для достижения данной цели были сформулированы следующие экспериментальные задачи:

1. Оценить чувствительность тест-культур дрожжевых грибов рода Candida: C. albicans, C. krusei и C. parapsilosis к комплексу АМП синей мясной мухи C. vicina, полученному путем инфицирования личинок бактерией E. coli M17 (FLIP E. coli M17); 
2. Изучить влияние микроорганизмов-индукторов (грамположительных и грамотрицательных бактерий, дрожжевых грибов) на активность препарата FLIP в отношении тест-культуры рода Candida;
3. Оценить эффективность совместного действия FLIP E. coli M17 и противогрибковых препаратов (флуконазол, амфотерицин В) на тест-культуры дрожжевых грибов рода Candida;
4. Методом хроматографии выделить из препарата FLIP E. coli M17 вещество, активное в отношении тест-культуры дрожжевых грибов рода Candida и определить его молекулярную массу.
2. Обзор научной литературы 

«Пептиды иммунного ответа насекомых в лечении кандидозов».

2.1. Инфекции, вызываемые дрожжевыми грибами рода Candida.

Дрожжевые грибы рода Candida являются представителями естественной микробиоты человека. У 75% здоровых людей они заселяют кожу и слизистые оболочки пищеварительного и урогенитального трактов (Enoch, Ludlam, Brown, 2006; Mulu et al., 2013). Грибы рода Candida  являются условно патогенными микроорганизмами и при снижении потенциала иммунной системы, сдерживающей рост их численности, они способны вызывать оппортунистические инфекции (Cheng et al., 2012; de Oliveira Santos et al., 2018). 

Кандидозы поражают как пациентов с ослабленной иммунной системой, так и здоровых людей (de Oliveira Santos et al., 2018). Наиболее распространенной формой являются кандидозы кожи, её производных и слизистых тканей. Проявление кожного кандидоза заключается в покраснении места, воспалении и формировании твердых фолликулярных пустул (Guidelines/Outcomes Committee et al., 1996; Palese et al., 2018). При кандидозе слизистых наблюдается покраснение и блестящий отлив: при кандидозе ротовой полости у пациента на языке формируется большое количество папул, которое сопровождается обильным ростом дрожжевого гриба с появлением белого налета. Симптомами генитального кандидоза является зуд, покраснение и белые кремообразные выделения (Guidelines/Outcomes Committee et al., 1996; Hay, 1999). 
Было показано, что вагинальный кандидоз как минимум один раз в течение половозрелого возраста поражает 75% женщин, что составляет 30 миллионов случаев инфицирования в год (Moyes, Naglik, 2011). 50% женщин данной группы в течение жизни имеют как минимум второй случай, а 5-10% из них переживают реккурентный вульвовагинальный кандизоз (Bitew, Abebaw, 2018). У 50% новорожденных грибы рода Candida являются причиной кожной молочницы (Elewski, 1996).

У людей со сниженным иммунным статусом может развиться кандидемия – системное поражение организма, заражение крови, частный случай септицемии (Segal, Frenkel, 2018). Генерализованная инфекция, развивающаяся при сочетании кандидоза и кандидемии, называется инвазивный кандидоз (Ben-Ami, 2018).

Согласно эпидемиологическим данным США, дрожжевые грибы рода Candida занимают четвертое место по частоте случаев  заражения кровеносной системы пациентов в больничных учреждениях, что составляет от 6 до 15% случаев инфицирования (Pappas et al., 2016; Shi et al., 2010; Trofa, Gácser, Nosanchuk, 2008). Ежегодно на 100 тысяч населения в США регистрируется 6 - 10 случаев инвазивного кандидоза (Pfaller, Diekema, 2004); среди пациентов, длительное время проходящих интенсивную терапию, инвазивный кандидоз поражает 6,9 человек из 1000 (Cornely et al., 2012). В соответствии с эпидемиологическими данными США, уровень смертности среди зараженных составляет 38% (Cheng et al., 2012; Gudlaugsson et al., 2003), то есть 0,4 случая на 100 тысяч населения (Trofa, Gácser, Nosanchuk, 2008). 
К предрасполагающим факторам инвазивного кандидоза, прежде всего, относится ослабление иммунной системы, которое является следствием применения антибиотиков широкого спектра действия, прохождения курса химиотерапии, приема иммуносупрессирующих агентов после трансплантации органов. Причинами развития инвазивного кандидоза являются длительное пребывание на стационарном лечении, имплантация венозных катетеров и кардиохирургических принадлежностей, установка суставных протезов и парентеральное питание являются (Ben-Ami, 2018; Nobile, Johnson, 2015; Safavieh et al., 2016; Ullmann et al., 2012). Наиболее подверженной возрастной группой являются преждевременно рожденные младенцы, дети и люди пожилого возраста (Dekkers et al., 2018; Egunsola et al., 2013; Hsu et al., 2018). Группа риска включает ВИЧ-инфицированных пациентов и онкологических больных (Mulu et al., 2013; White, Marr, Bowden, 1998). 
Род Candida включает более двухсот видов, среди которых возбудителями инфекций являются: C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis и C. tropicalis (Dekkers et al., 2018; Pappas et al., 2016; Safavieh et al., 2016). 
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Рис. 1. Дрожжевые грибы рода Candida.
А - C. albicans, Б - C. krusei.

При вагинальном кандидозе наиболее часто выделяют C. albicans (рис. 1А), выявляемый в 58% случаев; заражение другими видами соответствует 42%, из которых количество изолятов C. krusei составляет 17% (Bitew, Abebaw, 2018). При инвазивном кандидозе в различных географических регионах наиболее часто выделяют вид C. albicans - в 40-82% случаев (Ben-Ami, 2018; Liu et al., 2014; Mulu et al., 2013; Whaley et al., 2017). Данный вид также является частой причиной ротоглоточного, вульвовагинального кандидоза и поражения пищевода (Moudgal, Sobel, 2010). 

C. albicans является наиболее полно охарактеризованным представителем рода с молекулярно-генетической точки зрения: именно на примере C. albicans были охарактеризованы основные механизмы вирулентности (Liu et al., 2014). Было показано, что инфекционный процесс контролируется системой врожденного иммунитета человека (Dühring et al., 2015). При нарушении баланса микрофлоры тканей слизистого эпителия и снижении активности иммунокомпетентных клеток, распознающих и фагоцитирующих клетки гриба, C. albicans переходит к активному размножению, что в итоге приводит к развитию воспалительного процесса (Cheng et al., 2012). 

За последние десятилетия в различных географических регионах возросло число случаев инфицирования другими представителями рода Candida, не относящимися к виду C. albicans. Эту группу видов принято называть «non-albicans Candida» - NAC (Ben-Ami, 2018; Liu et al., 2014). NAC, по сравнению с C. albicans, представляют опасность в связи с их высокой вирулентностью и резистентностью к широкому спектру лечебных препаратов - азолам, полиенам и эхинокандинам (Enoch, Ludlam, Brown, 2006). 

Среди NAC первое место по распространенности занимает вид C. parapsilosis, доминирующий в Японии, Испании, а также странах Южной Америки (Ben-Ami, 2018). C. parapsilosis преобладает среди возбудителей заболеваний детей и новорожденных, он выделяется в 17 - 50% случаев инфицирования (Whaley et al., 2017). Данный вид является наиболее распространенной причиной эндокардитов (смертность составляет 42-65%) и перитонитов (44%) (Trofa, Gácser, Nosanchuk, 2008). 

C. glabrata также является широко распространенным видом NAC. Он доминирует среди изолятов в больницах Европы, Австралии, а также странах Северной Америки (Ben-Ami, 2018; Enoch, Ludlam, Brown, 2006). Данный вид является причиной таких заболеваний, как вульвовагинальный кандидоз и кандидоз мочевыводящих путей (Güzel et al., 2013; Whaley et al., 2017). 

Третьим по частоте встречаемости среди NAC является вид C. tropicalis, широко распространенный в Азиатско-Тихоокеанском регионе. Число летальных исходов, связанных с данным видом, составляет 30-70%, заболевания преобладают в группе людей пожилого возраста (Whaley et al., 2017). 

Четвертое место среди NAC, выделяемых в больницах США, занимает C. krusei (рис. 1Б). Его частота встречаемости среди изолятов представителей рода Candida составляет  2,7%  (Pfaller, Jones, Castanheira, 2014).  Данный вид представляет опасность в связи с низкой чувствительностью к противогрибковым препаратам (Güzel et al., 2013; Whaley et al., 2017).

2.2. Факторы патогенности дрожжевых грибов рода Candida.
Представители рода Candida обладают рядом факторов патогенности, которые помогают им преодолевать иммунную систему человека (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, Kozik, 2009). К данным факторам относятся: способность к адгезии и инвазии, образованию биопленок, секреция гидролитических ферментов, а также ряд механизмов, обусловленных морфогенетическими характеристиками штаммов (Kumamoto, 2008; Trofa, Gácser, Nosanchuk, 2008). 

Морфологический механизм вирулентности представляет собой морфологический диморфизм грибов рода Candida или способность к переключению морфотипа с одноклеточного дрожжевого на нитчатый, формирующий гифы и псевдогифы (Whiteway, Oberholzer, 2004). О важности данного механизма свидетельствует тот факт, что мутанты C. albicans, не формирующие гиф, являются авирулентными (Saville et al., 2003). Морфологический диморфизм связан не только с развитием клеток протяженной формы, которые препятствуют макрофагальному фагоцитозу по геометрическим причинам (Dühring et al., 2015). При переходе к нитчатой форме, у грибов рода Candida изменяется паттерн экспрессии генов и набор клеточных метаболитов (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, Kozik, 2009). В частности, с нитчатой формой связан кандидализин – цитолитический фермент, нарушающий целостность клеток слизистого эпителия, который, предположительно, посредством встраивания в мембрану, нарушает ее проницаемость и вызывает отток ионов кальция (Moyes et al., 2016).

Фенотипический механизм вирулентности. В ответ на изменения условий окружающей среды при внедрении в организм человека, у C. albicans наблюдается изменение фенотипа колоний, растущих на плотной питательной среде: серые шероховатые колонии становятся белыми гладкими (Huang et al., 2010). Белые колонии, в отличие от серых, секретируют аспартиловые протеиназы 2, препятствующие опсонизации клеток гриба путем ингибирования С3b-компонента каскада комплемента, что обуславливает их большую вирулентность (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, Kozik, 2009). Для серых колоний данное изменение фенотипа связано с «половым процессом», приводящим к повышению генетического разнообразия в популяции (Yang et al., 2018).

Формирование биопленок. Процессу формирования биопленок предшествует смена морфологического типа с почкующегося на нитчатый. Биопленки, формируемые различными представителями рода Candida, различаются по архитектонике. Биопленки C. albicans структурно сложны: помимо округлых почкующихся клеток и овальных псевдогиф в них присутствуют удлиненные, цилиндрические гифы, в то время как биопленки C.parapsilosis образованы исключительно первыми двумя типами клеток (Cavalheiro, Teixeira, 2018; Nobile, Johnson, 2015). 

Клетки биопленки погружены в экстраклеточный матрикс, который защищает их от внешних воздействий, в том числе иммунного ответа хозяина. Биопленки  C. albicans обладают высоким уровнем резистентности к противогрибковым препаратам (Nett et al., 2011). Матрикс биопленок содержит β-1,3–глюканы и внеклеточную ДНК (Martins et al., 2011; Nett et al., 2010), которые принимают участие в задерживании антимикотиков, тем самым повышая резистентность клеток (Taff et al., 2013).

Планктонные клетки. Планктонные клетки являются расселительной стадией жизни дрожжевых грибов рода Candida. Резистентность данной популяции клеток обусловлена активностью белковых насосов и мутациями в генах ряда ферментов, являющихся мишенями для противогрибковых препаратов (Gulshan, Moye-Rowley, 2007).  Так, например, мутация в гене EGR11 фермента ланостерол C-14-α-деметилазы, необходимого для синтеза эргостерола, приводит к снижению чувствительности C. albicans к флуконазолу (Whaley et al., 2017). Механизм устойчивости к амфотерицину В достоверно не изучен, однако известно, что мутанты по стерол-С5,6-десатуразе продуцируют видоизмененный эргостерол с пониженным сродством к препарату (Taff et al., 2013). Резистентность к эхинокандину обусловлена мутациями в гене FKS1 фермента β-1,3-глюкан синтазного комплекса, которые предотвращают нарушение процесса формирования клеточной стенки (Sucher, Chahine, Balcer, 2009). 

Строение клеточной стенки. Клеточная стенка дрожжевых грибов рода Candida состоит из β-глюканов, хитина, маннопротеинов, а также небольшого количества других белков и липидов (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, Kozik, 2009). В состав клеточной мембраны грибов данного рода входят такие липиды, как: фосфатидилсерин, фосфатидилинозитол, эргостерол (Faruck, Yusof, Chowdhury, 2016). Данный спектр молекул составляет патоген-ассоциированные молекулярные паттерны (PAMPs), которые распознаются специализированными рецепторами на поверхности клеток моноцитов, макрофагов и дендритных клеток (PRRs). Для защиты от распознавания иммунокомпетентными клетками, C. albicans может экранировать собственные β-глюканы компонентами внешней клеточной стенки, что предотвращает их распознавание (Cheng et al., 2012).

Адгезия. На поверхности клеточной стенки дрожжевых грибов рода Candida присутствуют рецепторы, определяющие адгезию к эпителиальным и эндотелиальным клеткам, белкам сыворотки, а также к внеклеточным белкам матрикса. Клеточная стенка грибов рода Candida несет адгезионные белки различных семейств: «агглютинин-подобные» белки Als (Agglutinin-Like Sequence) способны прикрепляться к коллагену, фибронектину, ламинину и др. (Hoyer, Cota, 2016). Белки других семейств, содержащие интегрин-подобный и RGD-связывающий домены, соединяются с различными белками внеклеточного матрикса, такими, как фибронектин, энтактин, витронектин, ламинин и коллаген, а также принимают участие в адгезии к тромбоцитам  и клеткам эндотелия (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, Kozik, 2009). Активность адгезии C. parapsilosis выше, чем у C. albicans, за счет того, что их клетки активно «склеиваются» друг с другом, с образованием агрегатов на поверхности эпителиальных клеток (Trofa, Gácser, Nosanchuk, 2008).

Секреция гидролитических ферментов. К гидролитическим ферментам грибов рода Candida относятся секретируемые аспартиловые протеиназы (SAPs), 50 кДа сериновые пептидазы, фосфолипазы, липазы и 60 кДа металлопептидазы. В частности, SAPs принимают участие в гидролизе белков иммунной системы человека, белков протеолитических каскадов, экстраклеточного матрикса и ингибиторов протеиназ, что способствует преодолению иммунного барьера хозяина и их распространению по организму (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, Kozik, 2009). 

2.3. Терапия инфекций, вызванных дрожжевыми грибами рода Candida.

На сегодняшний день разработана терапевтическая методика лечения инвазивного кандидоза. Она включает три основные группы препаратов: азолы (имидазолы и триазолы, например, флуконазол), полиены (амфотерицин В) и эхинокандины (каспофунгин), вводимые в форме инфузий (Ben-Ami, 2018). Для лечения кожных и слизистых инфекций используются лишь азолы и полиены, которые входят в состав пероральных препаратов, вагинальных суппозиториев и лечебных мазей (Guidelines/Outcomes Committee et al., 1996). 

Флуконазол. Азолсодержащие препараты подразделяются на два класса: (1) имидазолы (кетоконазол, клотримазол), содержащие пятичленное гетероциклическое кольцо с двумя атомами азота, применяются для лечения поверхностных грибковых поражений; (2) триазолы (флуконазол, вориконазол, итраконазол), содержащие пятичленное гетероциклическое кольцо с тремя атомами азота, применяются для лечения системных грибковых инфекций (Bellmann, Smuszkiewicz, 2017). 

Флуконазол представляет собой полусинтетический триазол, который в 1990 году вошел в список препаратов, применяемых в противокандидозной терапии (Maertens, 2004). На сегодняшний день он является наиболее часто назначаемым препаратом для лечения системных инфекций, вызванных грибами рода Candida (Pfaller, Diekema, 2004). Распространенность данного препарата обусловлена некоторыми преимуществами, к которым относятся: предсказуемая фармакокинетика, относительная безопасность для пациентов различных возрастных групп (Charlier et al., 2006) и преодоление гемато-энцефалического барьера (Pappas et al., 2016). Однако, в силу того, что механизм действия данного препарата основан на влиянии на цитохром Р450, флуконазол является токсичным не только для клеток гриба рода Candida, но и для клеток человека (Charlier et al., 2006). Среди побочных эффектов отмечаются гепатотоксичность и желудочно-кишечная токсичность (Egunsola et al., 2013). При использовании мазей, в состав которых входит флуконазол, у пациентов может наблюдаться раздражение кожи и чувство жжения; возможны аллергические реакции при личной непереносимости азолов, которые проявляются в форме крапивницы и кожной сыпи (Флюкорем, инструкция по применению).

 Действие флуконазола направлено на активно делящиеся клетки, и концентрация препарата, необходимая для ингибирования клеток биопленки, отличается в 1000 раз от концентрации, ингибирующей планктонные клетки. Данный факт демонстрирует сложность применения препарата при лечении инвазивного кандидоза (Katragkou et al., 2007; Maiolo et al., 2014; Taff et al., 2013). Действие флуконазола является фунгистатичным, что затрудняет процесс лечения (Charlier et al., 2006).

Следует отметить, что дрожжевые грибы рода Candida обладают различной чувствительностью к флуконазолу. C. albicans демонстрирует высокую чувствительность (МИК ≤ 0,008 мг/мл), C. glabrata и C. krusei резистентны к стандартно применимым терапевтическим дозам данного препарата (МИК > 0,064 мг/мл) (Chamilos et al., 2006; Safavieh et al., 2016). 

Амфотерицин В.  Этот препарат стали применять в противогрибковой терапии в 1958 году (Utz et al., 1958-1959). Амфотерицин В является производным нистатина, выделенного из грибов рода Streptomyces nodosus (Kendrick, 2011). Он представляет собой липофильную молекулу, которая встраивается в клеточную мембрану дрожжевых грибов рода Candida, формирует в ней поры, что приводит к нарушению селективности, утечке электролитов и низмолекулярных компонентов из клетки (Gray et al., 2012). В дальнейшем, гибель грибов рода Candida обусловлена цитотоксическим механизмом, включающим перекисное окисление липидов и ингибирование протонной АТФазы (Bellmann, Smuszkiewicz, 2017). 

Резистентность к амфотерицину В, в сравнении с флуконазолом, развивается у дрожжевых грибов рода Candida медленнее (Matejuk et al., 2010); концентрация, необходимая для элиминации  планктонных культур и биопленок, одинакова (Maiolo et al., 2015). Чувствительными к амфотерицину В считаются виды Candida, у которых определяемые значения МИК ≤ 0,0005 мг/мл, тогда как устойчивыми являются  виды C. krusei и C. parapsilosis, для которых МИК ≤ 0,002 мг/мл и МИК ≤ 0,001 мг/мл, соответственно (Kardos et al., 2018; Trofa, Gácser, Nosanchuk, 2008). 

Амфотерицин В обладает рядом серьезных недостатков, ограничивающих его применение в терапии (Kendrick, 2011). Инфузионное введение данного препарата ограничено его слабой растворимостью, что требует дополнительного введения 5% раствора глюкозы (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, Kozik, 2009); данный способ часто сопровождается аллергическими реакциями, требующими прекращения терапии (Bondaryk et al., 2017). 

При внутривенном введении, амфотерицин В вызывает ряд побочных эффектов: озноб, лихорадку, гипотонию или гипертонию, гипоксию, тошноту, рвоту, гипокалиемию и гипомагниемию. Иногда наблюдаются желудочковая фибрилляция и почечная токсичность (Laniado-Laborín, Cabrales-Vargas, 2009). Важно отметить гепатотоксичность данного препарата и его комбинаций (Folk et al., 2016). Амфотерицин В проявляет гемолитическую активность (De Lucca, Walsh, 1999), результатом которой является анемия пациентов (Bellmann, Smuszkiewicz, 2017). 

При местном применении амфотерицина В отсутствуют перечисленные выше побочные эффекты, однако, могут наблюдаться аллергические реакции, проявляющиеся в форме покраснения кожи, жжения, покалывания, а также аллергического дерматита. Возможно проявление сухости кожных покровов (мазь Амфотерицин В, инструкция по применению).

При лечении кандидоза центральной нервной системы и эндокардитов, вызванных дрожжевыми грибами рода Candida, в комплексе с амфотерицином В применяют пиримидиновые аналоги (5-флуцитозин) (Ben-Ami, 2018). Однако данная терапия обычно ограничена по причине, высокого риска негативного воздействия на печень, в особенности у людей, страдающих её дисфункцией (Folk et al., 2016). 

Эхинокандины. Эти препараты являются классом противогрибковых агентов пептидной природы, рекомендованных к использованию в США (Sucher, Chahine, Balcer, 2009). В природе, данный липопептид продуцируются аэробными плесневыми грибами Aspergillus nidulans и Aspergillus rugulosus. Ввиду того, что природный эхинокандин В обладает гемолитической активностью, его клиническое использование ограничено. На основе молекулы эхинокандина В создаются синтетические аналоги, активные в отношении  Candida spp. и A. fumigatus (De Lucca, Walsh, 1999). 

Механизм действия эхинокандинов связан с истончением клеточной стенки дрожжевых грибов рода Candida, нарушением ее интегративных свойств и лизисом клеток (Forastiero et al., 2015). 

В зависимости от чувствительности штамма, концентрация препарата, необходимая для ингибирования биопленки, может быть в 2-20 раз больше концентрации, необходимой для лизиса планктонных клеток (Taff et al., 2013).

Эхинокандины являются противогрибковыми препаратами второго ряда. Они применяются исключительно для лечения инвазивных инфекций, вызванных грибами рода Candida, которые резистентны к азолам и полиенам. Резистентность к препаратам данной группы встречается редко, даже среди видов NAC, однако было показано, что устойчивость у C. krusei к каспофунгину развивается in vitro в течение 10 дней (Forastiero et al., 2015). В сравнении с азолами и полиенами, эхинокандины демонстрируют отсутствие большого количества побочных эффектов; метаболизм эхинокандинов проходит без участия ферментов системы цитохром Р450, что обуславливает отсутствие их взаимодействия с препаратами других фармакологических групп (Theuretzbacher, 2004).

В медицине использование эхинокандинов ограничено исключительно наличием растворов для инфузий в связи с высокой стоимостью и терапевтической стратегией. Отсутствие данного препарата в форме мазей ограничивает применение эхинокандинов в борьбе с кандидозами кожи и слизистых тканей (Forastiero et al., 2015).

Против кожных и слизистых инфекций терапевтические рекомендации предлагают широкий спектр производных азолов и полиенов, однако, в связи с самолечением и несоблюдением медицинских рекомендаций, они являются низкоэффективными. Было показано, что хаотическое лечение вагинального кандидоза двумя препаратами группы азолов (флуконазолом и клотримазолом) в течение полугода привело к развитию кросс-резистентности у C. albicans  ко всем препаратам данной группы (Dorrell, 2002).

Представленные выше терапевтические особенности применения лекарственных препаратов демонстрируют актуальность поиска новых веществ, обладающих активностью в отношении дрожжевых грибов рода Candida. Данные вещества должны способствовать не только успешной элиминации возбудителя, но также, в сравнении с существующими препаратами, обладать минимальным набором побочных эффектов. Одним из направлений данного поиска является тестирование активности вторичных метаболитов растений. Результаты представляют собой серию статей об ингибировании роста грибов рода Candida, такими веществами, как цитраль (Leite et al., 2014), гераниол (Leite et al., 2015), эфирными маслами (Mandras et al., 2016) и экстрактами ряда трав (Kawsud, Puripattanavong, Teanpaisan, 2014). Другое направление исследований связано с выделением природных пептидов, обладающих антимикробной активностью, из различных живых организмов.

Антимикробные пептиды (АМП) представляют собой сборную группу положительно заряженных катионных или амфипатических белковых низкомолекулярных соединений, синтез которых запускается в ответ на воздействие внешних факторов различной природы (Bondaryk et al., 2017; Maróti et al., 2011).

В роли продуцентов АМП могут выступать как прокариотические (Bondaryk et al., 2017; Li et al., 2012; De Lucca, Walsh, 1999), так и эукариотические организмы (Bondaryk et al., 2017; Kolar et al., 2013; Li et al., 2012; De Lucca, Walsh, 1999; Shen et al., 2016; Tincu, Taylor, 2004). Применение АМП прокариотов и низших грибов ограничено ввиду того, что они обладают неблагоприятной фармакокинетикой, быстро удаляются из крови и метаболизируются печенью. АМП амфибий секретируются в качестве компонентов кожной слизи. Они обладают литической активностью в отношении Candida spp., однако процесс их получения затруднен (Bondaryk et al., 2017). АМП человека вырабатываются тучными клетками, макрофагами и нейтрофилами в раневой области в течение воспалительного процесса, либо конститутивно синтезируются слизистыми тканями (Le, Fang, Sekaran, 2017). Применение отдельных АМП в терапии ограничено риском возникновением кросс-устойчивости грибов рода Candida к гуморальным компонентам иммунного ответа хозяина (Jung et al., 2013). 

К настоящему моменту, база данных об АМП (APD) содержит информацию о 3072 веществах, из которых 305 были выделены из различных насекомых (Wang, Li, Wang, 2016). АМП у насекомых являются основными факторами гуморального ответа врожденного иммунитета (Yi et al., 2014). АМП насекомых обладают рядом преимуществ: умеренной иммуногенностью, разнообразием механизмов действия, высокой специфичностью и сродством к мишеням, хорошей проникающей способностью в органах и тканях (Aoki, Ueda, 2013). 
Тем не менее, на сегодняшний день, единственным официально зарегистрированным способом использования насекомых в медицинских целях является «биохирургия» как способ заживления некротизированной кожи и ран мягких тканей, прошедшая апробацию FDA в 2004 году (FDA K033391; Sherman, 2014). Поэтому разработка  новых эффективных препаратов на основе АМП насекомых является в настоящий момент крайне актуальной.

2.4. Гуморальные факторы гемолимфы насекомых как источник веществ 
для лечения кандидозов. 

2.4.1. Физиологические основы синтеза антимикробных пептидов насекомых.
Широкое видовое разнообразие насекомых является следствием их адаптации к постоянно меняющимся условиям среды, а также реализации и модернизации механизмов защиты от патогенных микроорганизмов и паразитов (Evans, Schwarz, 2011). При нарушении целостности пограничных эпителиев микроорганизмы попадают в полость тела – гемоцель, где реализуется сложная координированная защита от инфекции. В основе этой защиты лежат механизмы гуморального и клеточного иммунитета (рис. 2). 
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Рис. 2. Схема иммунного ответа у насекомого (на основе обзора Hillyer, 2016).

* - патогены, обладающие PAMPs.

** - связывание PAMPs с PRRs на поверхности клеток жирового тела.

*** - связывание PAMPs с PRRs на поверхности гемоцитов.

Отсутствие механизмов приобретенной иммунной системы обуславливает простоту использования насекомых в качестве модельных объектов для изучения патогенеза, контролируемого механизмами врожденного иммунитета (Hoffmann, Reichhart, Hetru, 1996). Так, широко распространено использование насекомых в изучении развития инфекций, вызванных дрожжевыми грибами рода Candida (Chamilos et al., 2006; Glittenberg et al., 2011; Segal, Frenkel, 2018).

В результате проникновения патогена в гемоцель происходит развитие иммунных реакций. Иммунный ответ у насекомого начинается с взаимодействия распознающих рецепторов (PRRs) иммуноцитов с молекулярными паттернами (PAMPs) на поверхности чужеродных микроорганизмов, которые представлены эволюционно консервативными семействами белков, демонстрирующими широкое разнообразие (Das et al., 2009; Ferrandon et al., 2007; Palmer, Jiggins, 2015). Распознавание чужеродных PAMPs приводит к активации иммунокомпетентных клеток и реализации каскада внутриклеточной передачи сигнала. Это приводит к запуску продукции факторов с антимикробной активностью, в рамках гуморального иммунного ответа, и усилению эффекторного пути борьбы с патогеном, в рамках клеточного иммунного ответа. 

АМП насекомых являются ключевым компонентом гуморального иммунитета. АМП обладают антимикробной активностью и представляют наибольший интерес для поиска новых терапевтических агентов. АМП синтезируются главным образом клетками жирового тела и секретируются в гемолимфу, где реализуются их защитные функции (Hillyer, 2016; Yakovlev et al., 2016). 

Уникальность АМП насекомых заключается в том, что их защитные функции реализуются во внеклеточной среде, в прямом контакте с тканями организма хозяина. Данный механизм предполагает высокую избирательную цитотоксичность в отношении клеток микроорганизмов и ее отсутствие в отношении собственных клеток насекомого (Hoffmann, Reichhart, Hetru, 1996).

АМП синтезируются как конститутивно в пограничном эпителии, так и индуцибельно в ответ на повреждение покровов или септическое заражение (Imler, Bulet, 2005). В основе индуцибельного синтеза АМП у насекомых лежит активация иммунокомпетентных клеток по двум путям передачи сигнала: Toll-путь и Imd-путь (Hillyer, 2016). 

Синтез АМП у насекомых параспецифичен, то есть зависит от природы микроорганизма-индуктора (Hancock, Chapple, 1999). Было показано, что у дрозофилид, Imd-путь активируется грамотрицательными бактериями, а Toll-путь активируется грамположительными бактериями, дрожжевыми и плесневыми грибами (Hoffmann, 1995). 

Как правило, АМП насекомых получают в результате индукции грамположительными и/или грамотрицательными бактериями. В ответ синтезируются АМП различных семейств, способствующие успешной элиминации патогена. Известно сравнительно мало пептидов насекомых, обладающих противогрибковой активностью in vivo и in vitro (Faruck, Yusof, Chowdhury, 2016). Например, в результате иммунизации D. melanogaster Oregon R бактериями Micrococcus luteus и Escherichia coli 1106 было установлено присутствие пептида - дрозомицина, обладающего противогрибковой активностью, однако не демонстрирующего активности в отношении бактерий (Fehlbaum et al., 1994).

Классификации антимикробных пептидов насекомых основаны на проявляемом спектре активности, структурных характеристиках и аминокислотной последовательности (Imler, Bulet, 2005). В настоящее время, в литературе чаще всего встречается подразделение антимикробных пептидов на четыре группы (Yi et al., 2014): линейные пептиды с α-спиралью (цекропины), цистеин-богатые пептиды (дефензины), пролин-богатые и глицин-богатые белки. Отдельно упоминают белки Diptera, такие как люцимицин и диптерицин, свойства которых не позволяют их причислить ни к одной из вышеперечисленных групп (Bulet, Stöcklin, 2005; Lauth et al., 1998; Otvos, 2000;  Yi et al., 2014). 
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Рис. 3. Представители отряда Diptera, модельные объекты по изучению АМП.
А – D. melanogaster, Б – Lucilia sericata.
При сравнении АМП представителей различных отрядов класса насекомые, наиболее перспективными продуцентами, согласно мнению ряда исследователей, являются именно Diptera (рис. 3). АМП двукрылых даже в высоких концентрациях не токсичны для клеток животных (Ratcliffe et al., 2011). Методика культивирования личинок и получения АМП достаточно хорошо отработана (Li et al., 2013). Комплексы двукрылых обладают широким спектром действия, среди компонентов можно выделить пептиды, обладающие как противомикробной, так и противогрибковой активностью (Andrä, Berninghausen, Leippe, 2001; Pöppel et al., 2015). 

2.4.2. Антимикробные свойства пептидов иммунного ответа 
синей мясной мухи Calliphora vicina.

В лаборатории Биофармакологии и иммунологии насекомых СПбГУ на протяжении последних 20 лет изучается комплекс АМП синей мясной мухи Calliphora vicina (рис. 4). Её личинки являются перспективным источником веществ, обладающих антимикробной активностью (Chernysh, Gordya, 2011).
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Рис. 4. Синяя мясная муха C. vicina (Diptera, Calliphoridae).
А – имаго, Б – личинки.
Синие мясные мухи C. vicina (Diptera, Calliphoridae) являются синантропными насекомыми, колонизирующими раны, мертвые ткани, а также экскреты людей и животных (Виноградова, 1984). Данные места обитания зачастую сопряжены с высоким содержанием микроорганизмов (Pechal, Benbow, 2016). Для успешного обитания в подобных экологических нишах насекомые используют широкий арсенал АМП, обладающих противопатогенной активностью (Yi et al., 2014).

Для получения АМП производили индукцию иммунного ответа у личинок C. vicina путем прокалывания кутикулы иглой, смоченной в концентрированной суспензии бактерий E. coli D31 и M. luteus A270 (1011 кл/мл; Институт Генетики и Молекулярной и Клеточной Биологии, Франция). АМП были экстрагированы из гемолифы в период диапаузы, когда наблюдается пик их антимикробной активности (Chernysh et al., 1995).

Хроматографический анализ АМП позволил выявить 4 группы компонентов, обладающих противобактериальной активностью: дефензины, цекропины, диптерицины и пролин-богатые белки (табл. 1, рис. 5). Дефензины, активные в отношении грамположительных бактерий (M. luteus A270), представлены тремя изоформами, молекулярная масса которых составляет 4032, 4091 и 4114 Да. Цекропины активны в отношении грамотрицательных бактерий (E. coli D31) и представлены соединениями с молекулярной массой 4156 или 4256 Да. Диптерицины представлены четырьмя изоформами, молекулярные массы которых составляют 8886, 8914, 8999 и 9030 Да. Они активны в отношении грамотрицательных бактерий. Группа пролин-богатых пептидов активна в отношении грамположительных бактерий и представлена белками, молекулярная масса которых составляет 2987, 3026, 3040 и 3049 Да (Chernysh, Gordya, Simonenko, 2000). 
Таблица 1

Структурная и функциональная характеристика антимикробных пептидов гемолимфы 
C. vicina (по Chernysh, Gordya, 2011).

	Пептиды
	Аминокислотная последовательность
	Антибактериальная активность

	Дефензин
	Ala-Thr-Cys-Asp-Leu-Leu-Ser-Gly-Thr-Gly-Ala-Asn-Hys-SerAla-Cys-Ala-Ala-Hys-Cys-Leu-Leu-Arg-Gly-Asn-Arg-Gly-GlyTyr-Cys-Asn-Gly-Lys-Ala-Val-Cys-Val-Cys-Arg-Asn
	Грамположительные бактерии

	Пролин-богатый белок
	Phe-Val-Asp-Arg-Asn-Arg-Ile-Pro-Arg-Ser-Asn-Asn-Gly-ProLys-Ile-Pro-Ile-Ile-Ser-Asn-Pro- ... (N-терминальный сиквенс)
	Грамотрицательные бактерии

	Цекропин
	Gly-Trp-Leu-Lys-Lys-Ile-Gly-Lys-Lys-Ile-Glu-Arg-Val-GlyGln-Hys-Thr-Arg-Asp-Ala-Thr-Ile-Gln-Gly-Leu-Ala-Val-AlaGln-Gln- Ala-Ala-Asn-Val-Ala-Ala-Thr-Ala-Arg
	

	Диптерицин
	Asp-Ser-Lys-Pro-Leu-Asn-Leu-Val-Leu-Pro-Lys-Glu-Glu-ProPro-Asn-Asn-Pro-Gln-Thr-Tyr-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-SerArg-Lys-Asp-Asp-Phe-Asp-Val-Val-Leu-Gln-Gly-Ala-Gln-...

(N-терминальный сиквенс)
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Рис.5. Хроматографический профиль антимикробных пептидов гемолимфы C. vicina (по Chernysh, Gordya, Suborova, 2015).
Фракционирование было произведено методом ОФ ВЭЖХ в градиенте ацетонитрила (0-50%) на хроматографе Shimadzu LC20 Prominence на сорбенте C18 Vydac (4.6 х 250 мм, 5 мкм, Grace). Объем фракций – 1 мл. Скорость протока – 1 мл/мин. 

Комплекс АМП был получен путем индукции иммунного ответа у личинок E. coli D31 и M. luteus A270 (1011 кл/мл).

В основу дальнейшего направления исследований легла идея использования комплекса ключевых гуморальных факторов гемолимфы личинок синей мясной мухи C. vicina. Итальянскими исследователями было показано, что к одиночным АМП бактерии теряют чувствительность. Так, у Pseudomonas aeruginosa в результате выполнения семи пересевов сформировалась устойчивость к АМП цекропину Р1, магаинину II, индолицидину, нисину и раналексину (Giacometti et al., 1999). У бактерий реализуется множество способов нейтрализации веществ: инактивация, модификация мишени, активный их вывод из клетки, либо блокирование проникновения веществ в клетку (Davies, Davies, 2010). В результате попарного тестирование АМП зеленой мясной мухи Lucilia sericata (рис. 3Б) наблюдали синрегический эффект в комбинации дефензина и цекропина (Pöppel et al., 2015). Синтез набора АМП позволяет уменьшить количество каждого отдельного пептида и упрощает процесс биохимического синтеза этих веществ в организме насекомого (Vilcinskas, 2013).

Комплекс пептидов иммунного ответа синей мясной мухи C. vicina обладает широким спектром антибактериальной активности в отношении бактерий семейств Enterobacteriacea, Bacillaceae, Coccaceae, Enterococcaceae, Pseudomonadaceae, Moraxellaceae и Corynebacteriaceae. Малочувствительными формами являются Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, а также некоторые штаммы Staphilococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa. Было показано, что комплекс АМП предотвращает развитие устойчивости у клинических штаммов грамотрицательных бактерий Е. coli 774.1, Е. coli 863.1, Klebsiella pneumonia 104.2, Acinetobacter baumannii 882.2 (ВМА им. С. М. Кирова) в течение 35 пассажей. Тестирование проводили в сравнении с цефотаксимом, меропенемом и полимиксином. Данные результаты показывают преимущество комплекса пептидов иммунного ответа C. vicina по сравнению с широко используемыми антибиотиками (Chernysh, Gordya, Suborova, 2015). 

Другим свойством комплекса пептидов иммунного ответа C. vicina (препарат FLIP E. coli M17), является активность в отношении биопленок штаммов  E. coli ATCC 25922, E. coli NCTC 13353 (ВМА им. С. М. Кирова), а также антибиотикорезистентных клинических изолятов S. aureus 203 и A. baumannii 28 (ФГБНУ ИЭМ). Метод получения биопленок соответствовал процедурам, описанным Christensen et al. (1985). Активность FLIP E. coli M17 сопоставима с таковой в суспензионных культурах, в то время как активность антибиотиков падала на несколько порядков (Gordya et al., 2017). Индукцию синтеза пептидов иммунного ответа производили бактериями E. coli M17 (1011 кл/мл; НПО «Микроген», Россия). Активные в отношении биопленок компоненты, ингибирующие рост E. coli D31 и M. luteus A270 на твердой питательной среде, были охарактеризованы и соответствуют АМП, описанным ранее (рис. 6).  
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Рис.6. Хроматографический профиль препарата FLIP E. coli M17 и его активность в отношении E. coli D31 и M. luteus A270 (по Gordya et al., 2017).
Фракционирование было произведено методом ОФ ВЭЖХ в градиенте ацетонитрила (0-50%) на хроматографе Shimadzu LC20 Prominence на сорбенте C18 Vydac (4.6 х 250 мм, 5 мкм, Grace). Объем фракций – 1 мл. Скорость протока – 1 мл/мин. 

Была проведена оценка токсичности препарата FLIP E. coli M17. С использованием дисперсионного анализа было показано отсутствие статистически значимого эффекта, приводящего к апоптозу и некрозу лимфоцитов и моноцитов крови человека в присутствии препарата (Gordya et al., 2017). 

В 2018 году было проведено изучение синергических взаимодействий препарата FLIP E. coli M17 и противобактериальных препаратов в отношении E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27583, а также клинических штаммов K. pneumoniae 145 (ВМА им. С. М. Кирова), S. aureus 203 и A. baumannii 28 (ФГБНУ ИЭМ) (Chernysh et al., 2018). На биопленках бактерий методом «шахматной доски» была показана способность препарата FLIP E. coli M17 к синергическому взаимодействию с бета-лактамными, аминогликозидными, гликопептидными и цефотаксам-подобными антибиотиками (Chernysh et al., 2018). 

Можно заключить, что антибактериальная активность комплекса пептидов иммунного ответа синей мясной мухи C. vicina изучена достаточно полно. Тем не менее противогрибковые свойства, включая активность в отношении дрожжевых грибов, к настоящему моменту охарактеризованы не были. В литературе имеются данные о наличии АМП у организмов, эволюционно родственных C. vicina, и обладающих активностью в отношении грибов рода Candida (Andrä, Berninghausen, Leippe, 2001; Iijima, Kurata, Natori, 1993). В связи с представленными данными, а также особенностью жизненного цикла C. vicina можно предположить наличие противогрибковой активности у комплекса пептидов иммунного ответа личинок синей мясной мухи.

Таким образом, в настоящей работе впервые была проведена оценка чувствительности дрожжевых грибов рода Candida к комплексу пептидов иммунного ответа гемолимфы личинки синей мясной мухи C. vicina.

3. Материал и методы исследования.

3.1. Объекты исследования.

3.1.1. Насекомые.

В качестве продуцента гуморальных факторов гемолимфы были использованы диапаузирующие личинки синей мясной мухи C. vicina. Лабораторная культура мух была создана на основе Санкт-Петербургской популяции насекомых (Nesin et al., 1995). Наступление диапаузы у личинок данного вида происходит при сочетании короткодневного фотопериода во время оогенеза самок и низких температур в период развития на стадии личинки (Виноградова, 1991). По этой причине, для получения диапаузирующих личинок половозрелых особей содержали в условиях короткого дня (12С : 12Т) при температуре +20°С - +22°С, а отродившихся личинок – при температуре +8°С - +12°С (на стадии активного питания) и +6°С (на стадии очищения кишечника). Диапаузирующих личинок хранили при температуре +2°С. Кормом для имаго служили свекловичный сахар и сухое молоко; для личинок – свиные почки.

3.1.2. Микроорганизмы.

Тест-объекты.

Для изучения чувствительности дрожжевых грибов рода Candida к гуморальным факторам гемолимфы личинок C. vicina были использованы следующие штаммы, предоставленные ФГБУ ВЦЭРМ им. А. М. Никифорова: C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258 и C. parapsilosis ATCC 22019. 

В качестве питательной среды использовали картофельно-декстрозный бульон, рекомендованный FDA (2005) для культивирования дрожжевых грибов. Бульон был приготовлен на основе сухой среды Potato Dextrose Broth (Merck, KGaA, Germany), разведенной дистиллированной водой в концентрации 24 г/л. 

В бульон вносили аликвоту питательной среды, содержащую дрожжевые клетки и инкубировали в течение 12 часов при температуре +37±1°С в условиях равномерного перемешивания на орбительном шейкере OS-10 («Вектор-Бест», Россия) с заданной частотой вращения платформы 180  об./мин для достижения фазы логарифмического роста. В полученной культуре определяли количество клеток, используя спектрофотометр Epoch (BioTek Instruments, VT, USA) и данные разницы оптической плотности в негативном контроле (среда) и 12 часовой культуре.

Микроорганизмы-индукторы.

В качестве объектов, которыми производили индукцию синтеза гуморальных факторов в гемолимфе личинки C. vicina для получения серии препаратов FLIP были использованы: Staphylococcus aureus 203 (спектр чувствительности см. в работе Gordya et al., 2017), Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli M17 и C. krusei ATCC 6258. В течение 12 часов культуры S. aureus 203 и E. coli ATCC 25922 выращивали в пробирке, содержащей 200 мл питательной среды Luria Broth Base (Invitrogen) (25 г/л) при температуре +37±1°C (для достижения стационарной фазы роста культуры). Культивирование C. krusei ATCC 6258 поводили в течение 24 часов при температуре +37±1°С в среде PDB. Для получения препарата FLIP E.coli M17, была использована лиофилизованная живая культура E. coli M17 (НПО «Микроген», Россия), суспензированная в дистиллированной воде. 

3.2. Получение препаратов FLIP из личинки C. vicina.

3.2.1. Индукция синтеза пептидов иммунного ответа.

Для индукции синтеза пептидов иммунного ответа, покровы личинок прокалывали иглой с диаметром 0,15 мм, смоченной в концентрированной суспензии клеток либо  S. aureus 203, либо E. coli ATCC 25922, либо E. coli M17 в концентрации 2x1011 клеток/мл, либо C. krusei ATCC 6258 в концентрации 2x109 клеток/мл. В качестве контроля использовали интактных личинок, индукция иммунного ответа у которых не была произведена. Для получения суспензии питательную среду с микроорганизмами концентрировали в течение 10 минут при 1600 g. Супернатант сливали, а осадок микроорганизмов использовали для индукции. Инфицированных личинок хранили при температуре +22°С в течение 12 часов. 

3.2.2. Сбор гемолимфы и выделение плазмы.

Спустя сутки после инфицирования, поверхность тела личинок стерилизовали 70% этиловым спиртом и подсушивали на фильтровальной бумаге. Покровы личинок прокалывали, гемолимфу личинок (10 мкл с особи) собирали в полипропиленовые пробирки при температуре 0°C и центрифугировали в течение 5 минут с ускорением 70 g. Надосадочную жидкость ( плазму), использовали для приготовления препаратов FLIP.

3.2.3. Приготовление серии препаратов FLIP. 

Удерживающая хроматография низкого давления. Для экстракции АМП плазму подкисляли 0,1% трифторуксусной кислотой до конечной концентрации 0,05%. Нерастворенные частицы осаждали путем центрифугирования в течение 30 минут с ускорением 8000g при +4°C, а затем удаляли. Супернатант подвергали последующей экстракции на обращенно-фазовых картриджах Sep-Pak C18 Classic (Waters Corporation, Milford, MA, USA). На картридж последовательно наносили 5 мл ацетонитрила, 5 мл 0,05% трифторуксусной кислоты, 1,5 мл плазмы из расчета на 360 мг сорбента, и, повторно, 5 мл 0,05 % трифторуксусной кислоты для удаления высокогидрофильных компонентов. Связавшиеся с сорбентом компоненты элюировали 5 мл 0,05 % трифторуксусной кислоты, содержащей 50% ацетонитрила. Экстракт подвергали лиофилизации на вакуумной сушилке FreeZone 2.5 (Labconco, Missouri, USA).
3.2.4. Хроматографическое разделение препарата FLIP E. coli M17. 

Хроматографическое фракционирование осуществляли в режиме ОФ ВЭЖХ (обращено-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии) на хроматографе Shimadzu LC20 Prominence (Bulet et al., 1991). 

Хроматография высокого давления в линейном градиенте ацетонитрила. 2,7 мг FLIP E.coli M17 растворяли в 200 мкл деионизованной воды и наносили на аналитическую  колонку C18 Vydac (4.6 × 250 мм, 5 мкм, Grace), уравновешенную 0,05% трифторуксусной кислотой. АМП элюировали линейным градиентом ацетонитрила от 0 до 50% в течение 50 мин. Сбор фракций осуществлялся автоматически с интервалом в 1 минуту при скорости элюции 1 мл/мин. Оптическая плотность фракций регистрировалась при длине волн 214 нм и 280 нм. Полученные фракции подвергали лиофильной сушке.

Хроматография высокого давления при постоянной концентрации ацетонитрила. Полученные фракции подвергали дальнейшему разделению. 0,9 мг фракции препарата FLIP E. coli M17 растворяли в 110 мкл деионизованной воды и наносили на аналитическую  колонку  C18 Vydac (4.6 × 250 мм, 5 мкм, Grace), уравновешенную 0,05% трифторуксусной кислотой. АМП элюировали при постоянной концентрации ацетонитрила (27%) в течение 125 минут. Сбор фракций производился в течение 125 минут. Фракции собирались в интервале пиковых значений. Оптическая плотность фракций регистрировалась при длине волн 214 нм и 280 нм.
3.3. Методы изучения чувствительности дрожжевых грибов рода Candida.

3.3.1. Определение активности препаратов методом титрования.

Противогрибковую активность препаратов FLIP оценивали по минимальной ингибирующей концентрации (МИК) в отношении тест-объектов. Определение МИК проводили по методу титрования в 96-луночном планшете с плоским дном (Sarstedt, Newton, NC, USA), основанном на руководстве M-27A, опубликованном Национальный комитетом клинических и лабораторных стандартов (NCCLS, 1997).

В качестве питательной среды использовался бульон, приготовленный на основе сухой среды  Potato Dextrose Broth (Merck, KGaA, Germany). Тестируемые препараты растворяли в среде PDB, а затем фильтровали через мембранный фильтр (диаметр пор 0,22 мкм). В ряду из 10 ячеек планшета объем тестируемого препарата составлял 50 мкл. Конченая концентрация препарата FLIP E. coli M17 в ряду ячеек планшета ранжировала в пределах от 0,039 до 20 мг/мл, а в случае тестирования серии препаратов FLIP в ряду из 7 ячеек планшета она ранжировала от 0,3125 до 20 мг/мл. В качестве позитивного контроля в 11/ 8 ячейке использовалась среда без добавления препарата. Затем, в каждую ячейку, в объеме 50 мкл добавляли питательную среду, содержащую тест-объекты рода Candida в концентрации 8×104 кл/мл. Конечный объем пробы составлял 100 мкл, а конечная концентрация дрожжевого гриба в пробе составляла 4×104 кл/мл.

Перед инкубацией замеряли оптическую плотность тестируемых проб при длине волны 530 нм. Далее пробы инкубировали в течение 24 часов при температуре +37±1°C (Pfaller, Diekema, 2012), после чего повторно сканировали в спектрофотометре. На основании полученных ОП530 до и после инкубации вычисляли значения разницы оптической плотности ∆ОП530. На основании полученных ∆ОП530 вычисляли МИК.

Значения МИК оявляются минимальной концентрацией препарата, которая по истечении времени инкубации приводит к снижению жизнеспособность внесенного тест-объекта. Определение данного значения проводили двумя методами. В соответствии с первым методом, МИК определяли с помощью программы GraphPad Prism 5, используя уравнение Гомпертца для определения МИК (Lambert and Pearson, 2000). Согласно второму методу, МИК определяли как самую низкую концентрацию препарата, которая ингибирует видимый роста тест-объекта по сравнению с контролем без  препарата (Andrews, 2001). Эксперименты по оценке чувствительности грибов рода Candida к препаратам FLIP проводились в трех повторностях.

3.3.2. Определение активности сочетания препаратов методом титрования.

Сочетания исследуемых препаратов изучали титрованием в планшетах по «методу шахматной доски» - Chequerboard (Odds, 2003). 

В 96-луночном планшете были приготовлены серии двукратных разведений FLIP E. coli M17 и тестируемых противогрибковых препаратов флуканозол (торговое название «Дифлюкан», «Пфайзер Инк.», США) и амфотерицин В (ОАО «Синтез», Россия). 

Титрование  FLIP E. coli M17 было выполнено в 12 рядах вертикальных ячеек планшета, конечная концентрация препарата ранжировала в 7 ячейках от 0,15625 мг/мл до 10 мг/мл. Титрование  противогрибковых препаратов было выполнено в 8 рядах горизонтальных ячеек планшета, конечная концентрация препаратов ранжировала в 11 ячейках в пределах 0,0000625-0,064 мг/мл для амфотерицина В и 0,0000488-0,050 мг/мл для флуконазола. В ячейки планшета препараты вносили в объеме 25 мкл каждый. В ячейки, содержащие только один тестируемый препарат, добавляли 25 мкл питательной среды. В качестве позитивного контроля использовали среду без добавления препарата в объеме 50 мкл. Затем, в каждую ячейку, в объеме 50 мкл добавляли питательную среду, содержащую тест-объекты рода Candida в концентрации 8×104 кл/мл. Конечный объем пробы составлял 100 мкл, а конечная концентрация дрожжевого гриба в пробе составляла 4×104 кл/мл. 

Систему по оценке взаимодействия препаратов инкубировали в течение 24 часов при температуре +37±1°C. Значения МИК определяли по Andrews, 2001. Эксперимент проводили в трех повторностях.

Для определения типа взаимодействия FLIP E.coli M17 с противогрибковыми препаратами производили расчет коэффициента FICI (fractional inhibitory concentration index) по следующей формуле: (МИКFLIP E.coli M17 в сочетании / МИКFLIP E.coli M17 отдельно)  + (МИКпрепарата в сочетании / МИКпрепарата отдельно). Полученные значения коэффициента FICI интерпретировали следующим образом: при синергическом взаимодействии препаратов FICI ≤ 0,5, при отсутствии взаимодействия 0,5 < FICI ≤ 4,0, при антагонистическом взаимодействии FICI > 4,0.

3.3.3. Определение активности хроматографических фракций.

После лиофильной сушки фракции растворяли в деионизованной воде, а затем тестировали на представителе рода Candida по методу ингибирования роста тест-объекта в планшете (Gordya et al., 2017). 

Ячейки планшета содержали хроматографические фракции в объеме 50 мкл. В эти ячейки в объеме 50 мкл добавляли питательную среду PDB, приготовленную в двухкратной концентрации (48 г/л), содержащую тест-объект рода Candida в концентрации 8×104 кл/мл. Конечный объем пробы составлял 100 мкл, а конечная концентрация дрожжевого гриба в пробе составляла 4×104 кл/мл.

Далее пробы инкубировали в течение 48 часов при температуре +37±1°C. Оптическую плотность тестируемых проб при длине волны 530 нм замеряли до и после инкубации. На основании полученных ОП530 вычисляли значения ∆ОП530 и выявляли активные фракции.

4. Результаты и их обсуждение

4.1. Определение чувствительности дрожжевых грибов рода Candida 

к  препарату FLIP E. coli M17.

Для выполнения данной задачи использовали FLIP, полученный в результате инфицирования личинок штаммом E. coli M17. В качестве тест-объектов противогрибковой активности использовали следующие штаммы видов рода Candida: C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258 и C. parapsilosis ATCC 22019.

Тесты проводили методом титрования по NCCLS (Pfaller, Diekema, 2012). Активность препарата оценивали по минимальной ингибирующей концентрации (МИК). Пробы после 24 часов инкубации при температуре +37±1°C, сканировали в спектрофотометре и по данным ∆ОП530 вычисляли МИК. 

Зависимость ΔОП530 тестируемых проб от концентрации препарата FLIP E.coli M17 в присутствии тест-культур рода Candida представлены на рис. 7. 
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Рис. 7. Зависимость ΔОП530 тестируемых проб от концентрации препарата FLIP E.coli M17 в присутствии тест-культур видов рода Candida.

Концентрация препарата в пробе: 0,039-20,000 мг/мл. Концентрация дрожжевого гриба в пробе до инкубации - 4×104 кл/мл. Средние значения и ошибка среднего рассчитывались в Microsoft Excel 2010. Эксперимент проводился в 3 повторностях.

В табл. 2 представлены рассчитанные значения МИК для протестированных штаммов.
Таблица 2.

Ингибирование роста тест-объектов рода Candida препаратом FLIP E.coli M17.

	Candida spp.
	МИК FLIP E.coli M17, мг/мл

	
	Расчет с помощью GraphPad Prism 5
	Расчет по ΔОП530

	C. krusei ATCC 6258
	2,904
	5,000

	C. albicans ATCC 10231
	-0,233
	>20,000

	C. parapsilosis ATCC 22019
	-2,29
	>20,000


Концентрация препарата в пробе: 0,039-20,000 мг/мл. Концентрация дрожжевого гриба в пробе до инкубации - 4×104 кл/мл. Эксперимент проводился в 3 повторностях.

Из представленных данных видно, что препарат FLIP E.coli M17 эффективен только в отношении C. krusei ATCC 6258. МИК для данного объекта находится в интервале  2,904-5,000 мг/мл. Рост C. albicans ATCC 10231 и C. parapsilosis ATCC 22019 не подавляется препаратом FLIP E. coli M17 в исследованных концентрациях. 

При использовании высоких концентраций FLIP E. coli M17 (20 мг/мл) наблюдалось увеличение оптической плотности, по-видимому, связанное с агрегацией погибших клеток.

На следующем этапе работы для увеличения эффективности препарата мы использовали тест-штамм C. krusei ATCC 6258, обладающий высокой чувствительностью. Это позволило нам учесть минимальные изменения активности препарата FLIP. 

4.2. Чувствительность C. krusei ATCC 6258 к препаратам FLIP, полученным при индукции личинок разными микроорганизмами.

Индукцию синтеза гуморальных факторов гемолимфы у личинок проводили путем  инфицирования следующими микроорганизмами: S. aureus 203, E. coli ATCC 25922, C. krusei ATCC 6258. 

Синтез АМП как ключевого гуморального фактора у насекомых контролируется двумя путями передачи сигнала - Toll-путь и Imd-путь. Работа данных сигнальных систем запускается различными микроорганизмами-индукторами, в результате работы обоих каскадов продуцируется спектр различных АМП, обладающих как противобактериальной, так и противогрибковой активностью (Hancock, Chapple, 1999; Hillyer, 2016). 

Из гемолимфы индуцированных и интактных личинок были получены препараты, обозначенные как: FLIP S. aureus 203, FLIP E. coli ATCC 25922, FLIP C. krusei ATCC 6258 и FLIP интактных личинок.

Для оценки активности препаратов FLIP использовали метод титрования по NCCLS (Pfaller, Diekema, 2012) и определение МИК (см. пункт 4.1.). Полученные результаты представлены на рис. 8 и в табл. 3.
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Рис. 8. Зависимость ΔОП530 тестируемых проб от концентрации серии препаратов FLIP в присутствии C. krusei ATCC 6258.

Концентрация препарата в пробе: 0,3125-20,000 мг/мл. Концентрация дрожжевого гриба в пробе до инкубации - 4×104 кл/мл. Средние значения и ошибка среднего рассчитывались в Microsoft Excel 2010. Эксперимент проводился в 3 повторностях.

Таблица 3.

Ингибирование роста C. krusei ATCC 6258 серией препаратов FLIP.
	Препарат
	МИК препарата, мг/мл

	
	Расчет с помощью GraphPad Prism 5
	Расчет по ΔОП530

	FLIP интактных личинок
	5,006
	5,000

	FLIP S. aureus 203
	2,810
	2,500

	FLIP E. coli ATCC 25922
	1,379
	1,250

	FLIP C. krusei ATCC 6258
	2,513
	2,500


Концентрация препарата в пробе: 0,3125-20,000 мг/мл. Концентрация дрожжевого гриба в пробе до инкубации - 4×104 кл/мл. Эксперимент проводился в 3 повторностях.

Из представленных данных видно, что все исследованные препараты FLIP подавляют рост тест-штамма C. krusei ATCC. FLIP интактных личинок оказался наименее эффективным (МИК=5,000-5,006 мг/мл). Наибольшую активность проявил FLIP E. coli ATCC 25922 (МИК=1,250-1,379 мг/мл). Индукция синтеза FLIP C. krusei ATCC 6258 и S. aureus 203 оказалась менее эффективной. МИК данных препаратов равны 2,500-2,513 мг/мл и 2,500-2,810 мг/мл, соответственно.

Действительно, в соответствии с литературными данными, полученными на представителях семейства Drosophilidae (Diptera), Imd-путь активируется грамотрицательными бактериями, а Toll-путь активируется грамположительными бактериями, дрожжевыми и плесневыми грибами (Hoffmann, 1995). Предположительно, у личинок C.vicina активный синтез компонента, обладающего активностью в отношении C. krusei ATCC 6258, запускается в результате реализации Imd-пути передачи сигнала при инфицировании грамотрицательными бактериями. 

В соответствии с предварительными данными, в ближайшее время необходимо изучить различия в индукции синтеза АМП разными видами грамотрицательных бактерий. Возможно, посредством изучения данного явления удастся повысить активность препарата FLIP.  

4.3. Чувствительность C. krusei ATCC 6258 к препарату FLIP E. coli M17 в сочетании с флуконазолом и амфотерицином В. 

Ранее в нашей группе было показано (Chernysh et al., 2018), что FLIP E. coli M17 обладает способностью к синергическому взаимодействию с противобактериальными антибиотиками: β-лактамными, аминогликозидными, гликопептидными и цефотаксам-подобными. 

В отношении C. krusei ATCC 6258 было проведено исследование воздействия FLIP E. coli M17 в сочетании с противогрибковыми препаратами амфотерицин В и флуконазол. Данные препараты относятся к группам триазолов и полиенов, соответственно. Они широко используются в терапии инфекций кожи и слизистых тканей, вызванных дрожжевыми грибами рода Candida (Guidelines/Outcomes Committee et al., 1996). 

Сочетания исследуемых препаратов изучали титрованием в планшетах по «методу шахматной доски» - Chequerboard (Odds, 2003). Активность препаратов оценивали по  степени роста C. krusei ATCC 6258 в течение 24 часов при температуре +37±1°C. Значения МИК определяли по Andrews, 2001. Результаты сканирования планшетов представлены на рис. 9 и 10. 
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Рис. 9. Планшет, содержащий систему по оценке взаимодействия препаратов FLIP E.coli M17 и амфотерицин В на тест-объект C. krusei ATCC 6258.

Красным цветом выделена ячейка с максимальным эффектом взаимодействия препаратов. 
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Рис. 10. Планшет, содержащий систему по оценке взаимодействия препаратов FLIP E.coli M17 и флуконазол на тест-объект C. krusei ATCC 6258.

Красным цветом выделена ячейка с максимальным эффектом взаимодействия препаратов.

Максимальный ингибирующий эффект препаратов отдельно достигается при следующих МИК: FLIP E.coli M17 – 5 мг/мл, амфотерицин В – 0,002 мг/мл, флуконазол – 0,05 мг/мл. 

Максимальный ингибирующий эффект сочетания препаратов FLIP E.coli M17 и амфотерицина В достигается при МИК 2,5 мг/мл и 0,002 мг/мл, соответственно. В комбинации FLIP E.coli M17 и флуконазол значения МИК 1,25 мг/мл и 0,0125 мг/мл, соответственно.

Для определения типа взаимодействия исследованных препаратов рассчитывали коэффициент FICI. Результаты расчета коэффициента FICI представлены в табл. 4. 
Таблица 4.

Тип взаимодействия FLIP E. coli M17 с амфотерицином В и флуконазолом по коэффициенту FICI.

	Препарат
	FICI
	Тип взаимодействия препарата с FLIP E.coli M17

	Амфотерицин В
	1,5
	Отсутствие взаимодействия

	Флуконазол
	0,5
	Синергическое взаимодействие


При синергическом взаимодействии препаратов FICI ≤ 0,5, при отсутствии взаимодействия 0,5 < FICI ≤ 4,0, при антагонистическом взаимодействии FICI > 4,0 (Odds, 2003). 

Из представленных данных видно, что комбинация препаратов FLIP E.coli M17 и флуконазол взаимодействует по типу синергизма, а в комбинации FLIP E.coli M17 и амфотерицин В взаимодействие отсутствует. 

Таким образом, для ингибирования роста C. krusei ATCC 6258 препараты FLIP E.coli M17 и флуконазол могут быть использованы в сочетании. Это делает перспективным разработку наружных средств на основе комбинации флуконазола с препаратом FLIP E.coli M17.

4.4. Выделение активной в отношении C. krusei ATCC 6258 фракции препарата 

FLIP E. coli M17 и её характеристика.

Препарат FLIP E. coli M17 представляет собой набор АМП, синтезируемых личинкой C. vicina. Ранее было показано (Chernysh, Gordya, Suborova, 2015), что в данном препарате присутствую компоненты, активные в отношении бактерий - дефензины, диптерицины, цекропины и пролин-богатые белки. Тестирование FLIP E. coli M17 в отношении грибов рода Candida не проводилось. 

Для выделения активной фракции FLIP E. coli M17, с противогрибковыми свойствами, было проведено хроматографическое фракционирование методом ОФ ВЭЖХ в линейном градиенте ацетонитрила (0-50%) на сорбенте C18 Vydac (4.6 × 250 мм, 5 мкм, Grace). Способ получения фракций соответствовал описанному ранее. Хроматографический профиль препарата FLIP E. coli M17 представлен на рис. 11. 
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Рис. 11. Хроматографический профиль препарата FLIP E. coli M17.

Фракционирование было произведено методом ОФ ВЭЖХ в градиенте ацетонитрила (0-50%) на хроматографе Shimadzu LC20 Prominence. Сорбент: C18 Vydac (4.6 × 250 мм, 5 мкм, Grace). Объем фракций – 1 мл. Скорость протока – 1мл/мин. Фракция №34 подавляет рост C. krusei ATCC 6258.

Из 50 фракций активность в отношении C. krusei ATCC 6258 была обнаружена только во фракции № 34. Ранее, в данной фракции не было детектировано веществ, обладающих активностью в отношении бактерий.

Данную фракцию подвергали последующему фракционированию методом ОФ ВЭЖХ при постоянной концентрации ацетонитрила (27%). На рис. 12 представлены результаты фракционирования. 
Получено 4 активные фракции в отношении C. krusei ATCC 6258 - №6, №10, №11, №12. Их молекулярная масса была определена в РЦ СПбГУ «Методы анализа состава вещества» методом масс-спектрометрического анализа. Молекулярную массу удалось определить только для фракции №12, она составила 17462 Да. 
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Рис. 12. Хроматографический профиль фракции № 34 препарата FLIP E. coli M17.

 Фракционирование было произведено методом ОФ ВЭЖХ при постоянной концентрации ацетонитрила (27%) на хроматографе Shimadzu LC20 Prominence. Сорбент: C18 Vydac (4.6 × 250 мм, 5 мкм, Grace). Сбор фракций производился в течение 125 минут. Фракции собирались в интервале пиковых значений. Скорость протока – 1 мл/мин. Фракции, активные в отношении C. krusei ATCC 6258, отмечены красным цветом.

К настоящему моменту веществ, обладающих противогрибковыми свойствами, в составе препарата комплекса пептидов иммунного ответа FLIP E. coli M17 обнаружено не было (Gordya et al., 2017). В дальнейшем, путем секвенирования планируется установить аминокислотную последовательность данного пептида, а также изучить активность в отношении других представителей рода Candida.

5. Заключение.

Таким образом, в настоящей работе впервые была выявлена активность комплекса пептидов иммунного ответа личинок синей мясной мухи C. vicina в отношении C. krusei ATCC 6258. При помощи методов ОФ ВЭЖХ и масс-спектрометрического анализа в препарате FLIP E. coli M17 удалось определить молекулярную массу основного активного компонента, которая составила 17462 Да.

Препарат FLIP E. coli M17 способен вступать в синергическое взаимодействие с противогрибковым терапевтическим агентом – флуконазолом, что способствует снижению значений МИК обоих препаратов для элиминации C. krusei ATCC 6258.  

В соответствии с полученными результатами, разработка терапевтических агентов на основе препарата FLIP E. coli M17 является перспективной. В дальнейшем, следует провести более широкое изучение чувствительности разных видов рода Candida к полученному препарату.
6. Выводы.

1. Гемолимфа интактных личинок синей мясной мухи C. vicina обладает умеренной противогрибковой активностью в отношении грибов рода Candida, которая может быть увеличена путем инфицирования личинок микроорганизмами. 

2. Гемолимфа личинок C. vicina, индуцированных E. coli ATCC 25922, обладает высокой противогрибковой активностью. При индукции личинок S. aureus 203 и C. krusei ATCC 6258 противогрибковая активность значительно ниже. 

3. Препараты антимикробных пептидов, выделенных из личинок C.vicina,  индуцированных E. coli M17, в сочетании с флуконазолом обладают синергическим эффектом. В сочетании с амфотерицином В такого эффекта не наблюдается.

4. В составе антимикробных пептидов личинок C.vicina, инфицированных E. coli M17, установлено присутствие активного в отношении C. krusei ATCC 6258 вещества, с молекулярной массой 17462 Да.
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