Streszczenie

Drozdzaki gatunku Candida albicans stanowig element normalnej mikroflory bton §luzowych
cztowieka, jednak w stanach ostabionej funkcjonalnosci uktadu immunologicznego gospodarza
moga nasila¢ swoja wirulencje przyczyniajac si¢ do rozwoju kandydozy. Ze wzgledu na
powszechne bytowanie w réznych miejscach organizmu czlowieka, maja zdolnos¢
nawigzywania interakcji z innymi mikroorganizmami, w tym patogenami. Jednym z takich
drobnoustrojow jest beztlenowa bakteria Porphyromonas gingivalis, $cisle zwigzana
z wystepowaniem chorob przyzebia. Dotychczas przeprowadzone i prezentowane w literaturze
badania skupiajg si¢ gldwnie na wzajemnych interakcjach obu mikroorganizmoéw w kontekscie
choréb jamy ustnej, niniejsza rozprawa rozpatruje je jednak w konteks$cie aspiracji do drog
oddechowych w przebiegu zachtystowego zapalenia ptuc.

Biorac pod uwage warunki panujace w drogach oddechowych cztowieka wszystkie
eksperymenty prowadzone byly w warunkach tlenowych. Obecnos¢ P. gingivalis w takim
srodowisku mozliwa jest dzigki wielowarstwowej architekturze grzybiczego biofilmu, ktora
powoduje pojawianie si¢ gradientu tlenu, a jego niskie stezenie w glebi struktury umozliwia
przezycie beztlenowych bakterii, skutkujac rozwojem infekc;ji.

Wiedzac, ze jednym z gltownych czynnikow wirulencji opisywanych bakterii jest
aktywnos$¢ enzymow proteolitycznych — gingipain RgpA, RgpB oraz Kgp, powyzsze badania
realizowano z wykorzystaniem wirulentnego szczepu dzikiego P. gingivalis W83 oraz ze
szczepem zawierajacym delecje genow kodujacych gingipainy — szczepu P gingivalis
AKARAB. Ze wzgledu na pewne rdznice we wlasciwosciach (w tym nieco odmiennych
profilach biatek powierzchniowych) réznych szczepdéw C. albicans, sprawdzono modyfikacje
zachodzace w biofilmach mieszanych tworzonych przez dwa szczepy C. albicans 3147 oraz
SC5314.

Celem rozwazan zawartych w niniejszej rozprawie byto zbadanie modyfikacji
grzybiczego transkryptomu, uwzgledniajagcego geny kodujace biatka nalezace do grupy
tzw. ,,master regulatoréw”, oraz inne - zaangazowane w adhezje, przebudowe grzybiczej §ciany
komoérkowej, odpowiedz na stres oraz kontrolujagce wazne procesy w komorce C. albicans,
przez bakterie P. gingivalis w kontakcie z surowicg ssaczg (FBS) oraz neutrofilami. Ponadto
sprawdzono znaczenie wybranych biatek regulatorowych dla formowania biofilmow
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grzybiczego proteomu macierzy formowanych w tych warunkach biofilmow. Badania
uzupelniono o weryfikacje roli cukrowych skladnikéw $ciany komorkowej drozdzakow
w interakcji z komorkami P. gingivalis.

Analizy proteomiczne wykonane z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j
sprzezonej ze spektrometria mas wskazaly na istotne zmiany zachodzace
w skladzie biatkowym macierzy biofilmu (rozpatrujac biatka grzybicze) w kontakcie
drozdzakéw zardwno z bakteriami, FBS, jak i neutrofilami. Zgodnie z oczekiwaniami duze
zmiany obserwuje si¢ w grupach protein zwigzanych z wirulencjg, odpowiedzig na stres,
przetwarzaniem informacji genetycznej, ale przede wszystkim w grupie zwigzanej
z metabolizmem podstawowych zwigzkow budulcowych organizmu. P. gingivalis oraz
czynniki gospodarza wptywaja na produkcje 1 wydzielanie do macierzy enzymoéw
zaangazowanych w metabolizm weglowodanéw, w tym bialek z grupy ,,moonlighting”, ktore
wykazujg aktywno$¢ w procesach syntezy i degradacji sktadnikéw Sciany komorkowej,
waznych w reorganizacji jej struktury. Ponadto badania proteomiczne pozwolilty
na zidentyfikowanie duzej liczby biatek ssaczych pochodzenia surowiczego oraz biatek
neutrofilowych wbudowywanych w macierz biofilméw homo- 1 heterotypowych. Sa to proteiny
o istotnym znaczeniu w generowaniu efektywnej odpowiedzi immunologicznej gospodarza:
elementy kaskady uktadu dopetniacza, enzymy antydrobnoustrojowe zawarte w ziarnistosciach
neutrofili, sktadniki neutrofilowych sieci zewnatrzkomoérkowych (np. histony), biatka tworzace
macierz pozakomoérkowa (m. in.: kolagen, fibronektyna), a takze biatka uktadu krzepniecia.
Ich obecno$¢ wskazuje na wysoki poziom oddzialywan migedzy wymienionymi sktadnikami
a biatkami pochodzenia grzybiczego, a takze na zdolno$¢ modulowania wzajemnych relacji
pomiedzy mikroorganizmami proteomem surowiczym i neutrofilowym.

Znajac szczegblne znaczenie grupy gldwnych drozdzowych genow regulujacych
formowanie biofilmoéw i kontrolg ekspresji wielu innych genow, zbadano wpltyw surowicy oraz
bakterii na poziom ich ekspresji w biofilmach mieszanych, tworzonych w modelu
zachtystowego zapalenia ptuc. Otrzymane metoda qPCR wyniki wskazuja na znaczaca
indukcje gendow drozdzowych przez oba szczepy bakterii, gdzie najwyzszy poziom mRNA
zaobserwowano dla ekspresji genu BCRI, ktory podlegal takze regulacji w kontakcie z FBS.
Dodatkowo zbadano wplyw bakterii i surowicy na ekspresje innych gendw, kodujacych
czynniki transkrypcyjne (CPHI, FLOS, RLMI, TUPI oraz UMEG6) oraz adhezyny (ALS3,
EAPI, HWPI, HYRI, MP65 oraz PRAI) istotne na réznych etapach formowania biofilmow:
wstepnej adhezji, dojrzewania oraz dyspersji. W ich przypadku réwniez odnotowano wysoki
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Szczegbdlng uwage zwrocono na wpltyw P gingivalis na reorganizacje drozdzowej S$ciany
komorkowej 1 macierzy biofilmu heterotypowego, Zweryfikowano zmiany pozioméw mRNA
dla gen6w kodujacych réznorodne enzymy zaangazowane w synteze i degradacje: glukanow
(BGL2, FKS2, KRES, SKN1, SM11, ZAP1), mannandéw (MNN1, MNN9, PMT4), chityny (CHT?2,
CHT3) 1 frakecji lipidowej (CHOI, ERGII), ktore okazaly si¢ by¢ wrazliwymi
na obecno$¢ czynnikodw bakteryjnych i surowiczych, z wyjatkiem gendow CHOI 1 ERGII,
ktérych ekspresja w biofilmach mieszanych pozostawala na podobnym poziomie niezaleznie
do warunkow. Zarowno P. gingivalis, jak 1 FBS silnie indukowaly geny zwigzane z odpowiedzia
na stres (CTA1, HSP90, SOD)), co jest zwigzane z naturalng reakcjg organizmdw na obecnos¢
innych komorek i czynnikéw przez nie wydzielanych. Uzupelieniem badan genetycznych byt
test przezywalno$ci bakterii w biofilmach formowanych z drozdzakami o zaburzonym sktadzie
Sciany komorkowej, wynikajacym z inhibicji lub degradacji wybranych jej sktadnikow, ktory
wykazat istotne znaczenie mannandw we wzajemnej interakcji 1 protekcji beztlenowcow przed
niekorzystnymi warunkami §rodowiska.

Kolejny etap badan dotyczyl okreslenia znaczenia poszczegdlnych biatek
regulatorowych, waznych w procesie strzgpkowania 1 formowania biofilmow
w kontekscie tworzenia wspolnych hodowli z bakteriami P. gingivalis w obecnosci surowicy.
Juz w czasie pierwszych analiz mikroskopowych zauwazono, ze delecja gendw regulatorowych
powoduje nierownocenne modyfikacje morfologii komoérek, dzigki czemu mozna bylo
wyrozni¢ dwie grupy zmodyfikowanych szczepoéw C. albicans: grupe podobna do szczepu
dzikiego — o niezaburzonym strzgpkowaniu oraz druga, o wyraznie zahamowanej filamentacji.
Dalsza ilosciowa charakterystyka potwierdzita obserwacje jakosciowe, wskazujac na duze
znaczenie bialek Efgl, Brgl oraz Robl we wzajemnych interakcjach w biofilmie
heterotopowym. Biatka te reguluja szereg innych genéw, w tym gtéwne grzybicze adhezyny,
ktorych oddziatywanie z biatkami bakteryjnymi wykazano juz wcze$niej. Glowna konkluzja tej
czesci eksperymentow wskazuje na brak koniecznos$ci przyjmowania formy strzepkowej przez
C. albicans dla przezywalnosci P gingivalis w warunkach tlenowych oraz szczegolne
znaczenie bialka Efgl dla wzajemnej interakcji, ze wzgledu m.in.: na az 10-krotnie wyzsza
aktywno$¢ gingipain w nadsaczach biofilmoéw formowanych z udziatem szczepu efg/4/4.

Druga czg$¢ badan miata na celu charakterystyke interakcji grzybiczej mannoproteiny
Mp65 wystepujacej na powierzchni komorek 1 jej roli w procesach adhezji drozdzakow
w obrgbie biofilmu oraz w kontakcie z komoérkami nabtonka oskrzeli BEAS-2B. Dane
literaturowe wskazuja na mozliwo$¢ wigzania si¢ Mp65 z gingipaing RgpA, stad sprawdzono
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w obecnosci lekow: antymikotycznej amfoterycyny B oraz antybakteryjnej — lewofloksacyny.
Testy z uzyciem biatka Mp65 znakowanego biotyng oraz znacznikami fluorescencyjnymi
pozwolily na obserwacje mikroskopowe, ktore potwierdzily mozliwo$¢ wigzania tego biatka
przez komoérki nabtonkowe, ale takze strzgpki C. albicans, wskazujac na mozliwos¢ udzialu
tego biatka w regulacji zasiedlania epitelium przez drozdzaki, gdzie w warunkach hodowli
dochodzi do uwalniania Mp65 do $rodowiska w miejscu infekcji. Podjeto takze proby
charakterystyki interakcji Mp65 z wybranymi  biatkami $ciany komoérkowej (CWP)
drozdzakow oraz biatek komorek ludzkich ulokowanych w ich btonie komoérkowej, stosujac
metode sieciowania chemicznego. Na tej podstawie wytoniono kilka protein drozdzowych (m.
in.: Als3, Als5, Cht3, Pral) oraz ludzkich (m. in.: desmoplaking, podjednostke syntazy ATP,
oraz biatko S100-A7) potencjalnie mogacych oddziatywaé z Mp65. Ponadto metoda
sieciowania chemicznego wskazano rowniez biatka osoczowe wchodzace w interakcje z Mp65,
dla ktérych nastepnie przeprowadzono szczegdtowa analize kinetyki reakcji z uzyciem
interferometrii biowarstwowej (BLI).

Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolily na szeroka i wieloaspektowa
charakterystyke¢ wzajemnych interakcji wystepujacych w biofilmach komorek C. albicans
1 P. gingivalis w modelu zachtystowego zapalenia ptuc, ze szczegdlnym uwzglednieniem zmian
zachodzacych w transkryptomie drozdzakow i1 proteomie macierzy tworzonych biofilmow.
Wykazano, ze beztlenowe bakterie mogg przezywac¢ w biofilmie formowanym w warunkach
tlenowych, niezaleznie od filamentacji drozdzy, a takze wskazano na szczeg6lne znaczenie
biatka Efgl, nadrzgdnego regulatora wielu procesow w komorce C. albicans, dla tworzenia
hodowli heterotypowych. Ponadto zweryfikowano znaczenie struktury $ciany komoérkowe;j
drozdzaka dla interakcji z P gingivalis, potwierdzone wysokim poziomem indukcji wielu
gendw drozdzowych zaangazowanych w tworzenie biofilmu i przebudowe §ciany komoérkowe;.
Mimo wykonania wielu roznorodnych metodycznie eksperymentéw, nie udalo sig
jednoznacznie okres$lic mechanizmu dzialania Mp65 w procesie interakcji w obrgbie
formowanego biofilmu drozdzowego 1 oddziatywaniu z komoérkami BEAS-2B, niemniej jednak
wskazano jego mozliwe zaangazowanie w procesy zintensyfikowanego zasiedlania

1 kolonizacji komorek epitelialnych przez strzepkujace komorki C. albicans.



