STRESZCZENIE

Przedmiotem badan opisanych w niniejszej pracy sa drozdzopodobne grzyby
(drozdzaki) z rodzaju Candida, w tym C. albicans, C. tropicalis i C. parapsilosis, a takze
wczeéniej zaliczany do rodzaju Candida gatunek Nakaseomyces glabrata. Zasiedlajg one jame
ustng, uktad pokarmowy oraz uktad moczowo-ptciowy, zwykle nie wywotujac infekcji. Jednak
zachwianie rownowagi, ktore moze by¢ spowodowane mi¢dzy innymi obnizeniem odpornosci
organizmu gospodarza, prowadzi do trudnych w leczeniu infekcji grzybiczych, tak zwanych
drozdzyc lub kandydoz. Infekcje grzybicze stanowig istotny problem medyczny ze wzgledu na
wzrastajacg opornos¢ drozdzakow na stosowane leczenie.

Jednym z najwazniejszych elementéw budujacych komoérki drozdzakow jest $ciana
komorkowa, ktora w kontakcie z gospodarzem stanowi pierwszg lini¢ zar6wno obrony jak i
ataku. Znaczng jej cze$¢ stanowig biatka, ktore dzieli si¢ na typowe, zakotwiczone kotwica
glikozylofosfatydyloinozytolowa (GPI) oraz atypowe, luzniej zwigzane ze $ciang komorkow3.
Oprocz typowych oraz atypowych stalych biatkowych skladnikow $ciany komorkowe;,
zaobserwowano rowniez dodatkowe, zaadsorbowane biatka, okreSlane w literaturze
anglojezycznej jako ,,moonlighting proteins”. Wsrod tej grupy bialek mozna znalez¢ enzymy
zaangazowane w wewnatrzkomorkowe procesy metaboliczne, takie jak szlak glikolizy, szlak
pentozofosforanowy czy cykl Krebsa, a nawet biatka biorace udziat w translacji 1 czaperony.
Pochodzenie biatek ,,moonlighting” na powierzchni komorek drozdzakow jest nie do konca
poznane. Przypuszcza sig, ze ich obecnos$¢ jest zwigzana z uwalnianiem zawarto$ci cytoplazmy
do przestrzeni zewnatrzkomorkowej przez martwe komorki drozdzakéw lub w wyniku
transportu za pomocg pecherzykow (ang. extracellular vesicles), a nastepnie adsorpcija
uwolnionych bialek do powierzchni zywych komoérek za posrednictwem typowych biatek
adhezyjnych, takich jak w przypadku C. albicans adhezyny z sekwencjami aglutynino-
podobnymi (Als), biatka §ciany komoérkowej strzepek (Hwp) czy biatka o zwigkszonej
przyczepnosci do polistyrenu (Eap).

Jednym z biatek ,,moonlighting” jest fosfogliceromutaza (Gpml), kofaktoro-zalezna
izomeraza zaangazowana w szlak glikolizy, gdzie odpowiedzialna jest za konwersje 3-
fosfoglicerynianu do 2-fosfoglicerynianu w obecnosci kofaktora 2,3-bisfosfoglicerynianu.
Dotychczas zostato opisanych kilka zewnatrzkomorkowych funkeji Gpml, pelnionych na
powierzchni komoérek drozdzakéw a zalicza si¢ do nich oddzialywanie z ludzkimi biatkami:
prekalikreing, wielkoczasteczkowym  kininogenem (HMWK), czynnikiem XII i

plazminogenem, a takze czynnikami H i czynnikiem H-podobnym 1 (ang. factor H-like protein



1) uktadu dopelniacza oraz wigzanie biatek macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) takich jak
fibronektyna (Fn), witronektyna (\Vtr) czy laminina.

Przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej jest Gpm1 drozdzakow z rodzajow Candida
i Nakaseomyces, jej lokalizacja na powierzchni tych drozdzopodobnych grzybdéw oraz
oddziatywanie tego enzymu z ludzkimi biatkami ECM (Vtr, Fn) oraz HMWK — kluczowym
sktadnikiem dwoch ukladow hemo(homeo)statycznych gospodarza: uktadu aktywacji
kontaktowej krzepnigcia krwi (CAS) oraz uktadu kinina — kalikreina (KKS). ECM stanowi
najblizsze zewnetrzne otoczenie komorek ludzkich 1 jest jednym z pierwszych miejsc, w
ktorych dochodzi do kontaktu patogen — gospodarz. Kontakt ten umozliwia zdolnos¢ biatek
sciany komorkowej drozdzakow do oddziatywania z komponentami ECM. Rola HMWK w
infekcjach jest inna. HMWK, obecny w surowicy krwi, jest przyciagany przez niefizjologiczne
ujemnie naladowane powierzchnie, takie jak powierzchnie komodrek patogennych
mikroorganizmow. Wiele badan wskazuje, Ze bakterie sg zdolne do wykorzystania HMWK do
rozprzestrzeniania infekcji, mi¢dzy innymi poprzez uwalnianie prozapalnych peptydoéw — Kinin,
ktére zwickszaja przepuszczalno$¢ naczyn, a takze umozliwienie migracji, ucieczki ze
skrzeplin 1 zapewnienie sktadnikow odzywczych.

W niniejszych badaniach wykazano obecno$¢ Gpm1 na powierzchni komorek badanych
drozdzakow poprzez obserwacje mikroskopowe po wizualizacji za pomocg przeciwcial
skierowanych na Gpm1l z S. cerevisiae (anty-Gpm1) oraz w ekstraktach $ciany komoérkowej
przy uzyciu techniki Western blotting. Oprocz tego, pordwnanie aktywnosci enzymatycznej
rekombinowanych preparatow Gpm1l z enzymami wyizolowanymi i oczyszczonymi ze $ciany
komorkowej drozdzakow wykazato, ze rekombinowana Gpml wykazuje znacznie wyzsza
aktywnos$¢ niz pozyskana z powierzchni drozdzakow.

Oddzialywanie Gpm1 z wybranymi biatkami ludzkimi (Fn, Vtr i HMWK) zostato
potwierdzone mikroptytkowymi testami wigzania. Oprocz tego, blokujac powierzchnie
komorek Candida spp. oraz N. glabrata przeciwciatami anty-Gpm1, oszacowano udzialt Gpm1
w catkowitym wigzaniu ludzkich bialek przez cate komoérki drozdzaka na okolo 25% w
stosunku do wszystkich sktadnikow $ciany komoérkowej. Wykonano mapowanie miejsc
oddziatywan Gpml — biatka ludzkie za pomoca sieciowania chemicznego i spektrometrii mas,
z potwierdzeniem przy uzyciu mikroptytkowych testow konkurencji z zastosowaniem
syntetycznych peptydéw, odpowiadajacych wskazanym odcinkom sekwencji biatek — zaréwno
w Gpml jak i w biatkach ludzkich. Dla wigzania Vtr wskazano peptyd Gpm1 aal38-158, dla
Fn: aal38-158 i aal58-175, a dla HMWK i drobnoczasteczkowego kininogenu: aa61-80,
aall6-136 oraz aal58-175. W przypadku mapowania miejsc wigzania Gpml na biatkach



ludzkich, dla Vtr wskazano aa354-367, natomiast dla Fn: aa904-922 i aalll7-1129.
Mapowanie miejsc oddziatywania na HMWK wymagato zastosowania mikroptytkowych
testow wypierania z peptydami odpowiadajagcymi odcinkom HMWK, ktére wskazaly domeny
31 6 jako gtowne obszary oddzialywania z Gpm1.

Wykazano zdolno$¢ Gpml do oddziatywania z powierzchnig komorek badanych
drozdzakéw poprzez dodatek znakowanej biotyng Gpml do monowarstwy komorek
drozdzakéw Candida spp. oraz N. glabrata. W ekstraktach sciany komoérkowej drozdzakow,
postugujac si¢ metodg sieciowania chemicznego, ujawniono biatka potencjalnie oddziatujace z
Gpm1 na powierzchni drozdzakéw. Wsrod nich byty zardwno inne biatka ,,moonlighting”, jak
i typowe biatkowe sktadniki §ciany komorkowej, w tym Als3. W celu sprawdzenia hipotezy o
typowych adhezynach jako potencjalnych ,platformach dokujacych” dla biatek
,moonlighting”, wykorzystano mutanty drozdzy S. cerevisiae eksponujace na powierzchni
komorek adhezyny C. albicans: Als3, Eapl i Hwpl oraz sprawdzono zdolno$¢ do
oddziatywania z Gpm1. Analizy te wskazaly, ze Als3 jest gtéwng adhezyng odpowiedzialng za
to oddziatywanie.

Wyizolowano i oczyszczono Als3 z $§ciany komorkowej C. albicans oraz wykazano, ze
Als3 oddziatuje z Gpm1 poprzez podobne miejsca jak w przypadku wigzania ludzkich bialek,
a doktadnie: aa61-80, aal16-136, aal38-158 i aal58-175. Mapowanie miejsc oddziatywania na
Als3 wymagalo zastosowania mutantow drozdzy S. cerevisiae, ktore na swojej powierzchni
eksponowaty Als3 z delecjami roznych fragmentow. Badania te pokazaty, ze tylko region Als3
odpowiedzialny za formowanie si¢ amyloidu nie jest zaangazowany w oddziatywaniu z Gpm1.

Sprawdzono rol¢ obu biatek drozdzowych — Gpm1 i Als3 — w oddziatywaniu z HMWK,
z ponownym wykorzystaniem w/w mutantow S. cerevisiae i jednoczesnym dodawaniem Gpm1
1 HMWK do komoérek. Wykazano, ze Gpm1 ch¢tniej oddziatuje z HMWK.

Podsumowujac, Gpm1 jest cytoplazmatycznym enzymem, ktory prawdopodobnie na
zasadzie readsorpcji po wczesniejszym uwolnieniu do przestrzeni zewnatrzkomorkowej (z
pecherzykow zewnatrzkomoérkowych lub obumierajgcych w tym samym ognisku zapalnym
komorek drozdzowych), oddziatuje ze Sciang komdrkowa badanych drozdzakéw. Jego wktad
w wigzanie badanych biatek ludzkich (Fn, Vtr, HMWK) sugeruje istotny udziat w interakcji
patogen-gospodarz. Ze wzgledu na wskazane miejsca oddzialywania Gpm1 — biatka ludzkie,
prawdopodobnie Gpml na powierzchni komorek moze uczestniczy¢ w hamowaniu
fibrylogenezy (wigzanie Fn), zaburza¢ krzepniecie krwi (oddziatywanie z HMWK), a takze

hamowac aktywacj¢ uktadu dopetiacza (wigzanie Vtr).



Przypuszcza si¢, ze gtownymi biatkami dokujacymi biatka ,,moonlighting” na $cianie
komoérkowej sg typowe adhezyny, w tym przede wszystkim gtéwna adhezyna z rodziny Als —
Als3, ktora obficie wystepuje w formie strzepkowej C. albicans. Aczkolwiek badania wskazaty,
ze rola Als3 jako platformy dla Gpm1 konczy si¢ w momencie pojawienia si¢ ludzkiego ligandu
—w tym przypadku HMWK. Ten wynik sugeruje, ze Als3 moze pehic role ekspozycyjng dla

Gpm1 na powierzchni drozdzakoéw w oczekiwaniu na lepszy ligand, taki jak HMWK.



