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Sciezka sygnalna kalcyneuryny u wyzszych Eukaryota jest zaangazowana w wrodzona odpowiedz
immunologiczng na zakazenie grzybami patogennymi. Mechanizmy immunologiczne blon §luzowych
gospodarza (funkcja komorek tucznych) oraz czynniki wirulencji Candida wyzwalajace odpowiedz
obronng pozostaja niepoznane. W Projekcie prezentujemy nowatorskie podejscie, jak dotad nieopisane
w literaturze, koncentrujace si¢ na interakcji regulatorowej podjednostki kalcyneuryny Candida
albicans Cal (kodowanej przez gen CNB1l) z komoérkami tucznymi (mastocytami) - Sensorami
wrodzonej i efektorami nabytej odpornosci. Receptor lektynowy typu C - dektyna-1 (rodzina CLR)
aktywuje $ciezke sygnalna, gdy komorka odpornosciowa wchodzi w bezposredni kontakt z patogenem
grzybiczym. Podczas realizacji Projektu odpowiemy na pytania: (a) czy kalcyneuryna Cal posiadajaca
aktywnos$¢ fosfatazy serynowo-treoninowej (zaleznej od jonow Ca2+), kontroluje rozpoznanie beta-
glukanu przez dektyne-1 obecng w blonie mastocytéw oraz (b) w jaki sposéb mastocyty reaguja na
zakazenie Cal pod wplywem pochodnej proksyfilinowej (inhibitora grzybiczej kalcyneuryny) w
warunkach in vitro i in vivo? Wieloetapowe postgpowanie badawcze obejmujace dzikie (C57BL/6J i
BALBY/c) i transgeniczne szczepy mysie (Cpa3-Cre; IL-10fl/fl; Lyst) zmierza do poznania funkcji genu
CNB1 Cal w patogenezie kandydozy i aktywacji mastocytow do jej hamowania in vivo (Medyczny
Uniwersytet w Wiedniu, MUW). Ustalimy czy beta-glukan (wzorzec molekularny dzikiego szczepu Cal
SC5314 ATCC i mutantéw cnblA) wigzacy bezposrednio dektyne-1 indukuje mastocyty do
degranulacji i uwalniania cytokin/chemokin (TNF-alpha, 1L-1/6/18, IL-17, type | IFNs, CXCL/CCL) in
vivo (MUW) oraz in vitro (Centrum Zaawansowanych Materiatow i Technologii Politechnika
Warszawska — CEZAMAT PW). Uscislajac, ustalimy czy zwigkszony poziom beta-glukanu w
komorkach cnbl4 wptywa na zmiane tempa transkrypcji mRNA dektyny-1 podczas infekcji. Okreslimy
czy delecja lub chemiczna inhibicja kalcyneuryny z udziatem pochodnej proksyfilinowej (nasze wstgpne
badania aktywnosci in vitro oraz zastosowanie modelowania molekularnego), indukuja mechanizmy
obronne w miejscu wniknieci Cal: organizacj¢ synaps immunologicznych, zdolno$¢ fagocytarng
mastocytow i produkcje NO, ROS i IL-10 (kluczowych w odpowiedzi przeciwgrzybiczej)
(CEZAMAT). Sprecyzujemy role komoérek tucznych w rozwoju wczesnej odpowiedzi
immunologicznej, poprzez badanie wptywu genu CNB1 Cal na indukcje mastocytow do produkeji IL-
4. W miejscu inwazji Cal (szczepu dzikiego i mutanta cnbl4), zdefiniowane zostanie zjawisko
zewnatrzkomodrkowej sieci mastocytoéw (MCET). Badajac odpowiedz immunologiczng na zakazenie
Cal (szczepem dzikim i cnbl4), nakreslimy funkcj¢ mastocytow w rozwoju reakcji zapalnej poprzez
analiz¢ poziomu uwalnianych mediator6w magazynowanych w ziarnisto$ciach i syntetyzowanych de
novo (histaminy, beta-heksozaminidazy, TNF-a, IL-1, -4, -6, -10). Ustalimy czy kooperacja dektyny-1
z glukanem Cal (szczepu dzikiego lub cnb14) wyzwala tolerancj¢ immunologiczng (poziom uwalnianej
IL-10 hamujacej zapalenie). Porownamy poziom cytokin (IL-1, -4, -6, -10, TNF-0) u pacjentow
immunosupresyjnych (z potwierdzong kandydoza) do zdrowych dawcow (CEZAMAT). Nasze wstepne
badania dowodza, iz delecja jak rowniez inhibicja genu CNB1 Cal zwieksza opornos¢ na kandydoze in
vitro i in vivo. W Projekcie cele realizowane bedg przy uzyciu: testéw immunoenzymatycznych ELISA
(uwalnianie cytokin, histaminy), metod cytometrii przeplywowej (sortowanie mastocytow, detekcja
wigzania glukan-dektyna-1, uwalnianie TNF-alpha, 1L-1/6/18, IL-17, type | IFNs, CXCL/CCL),
pomiarow spektrofotometrycznych (degranulacji mastocytow, reaktywnych form tlenu), analiz
histologicznych (mikroskopia §wietlna), konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej i mikroskopii
sit atomowych i QCM (charakterystyka MCET i sit wigzania glukanu z dektyna-1), analizy poziomu
tempa transkrypcji genow TNF-alpha, 1L-1/6/18, IL-17, type | IFNs, CXCL/CCL oraz dektyny-1 (RT-
PCR). Dowiedziemy roli CNB1 Cal w aktywacji mastocytow in vivo (badanie etapow: zakazenia/
zapalenia okreznicy > rozsianej kandydozy) do zachowania homeostazy/ generowania reakcji zapalnej.
Ustalimy czy mastocyty sg niezbedne do ustanowienia wrodzonej odpowiedzi na kandydozg. Zgtebimy
wiedze odno$nie patogenezy zakazen grzybiczych u pacjentéw z obnizong odpornoscig, kluczowa dla
interakcji gospodarz — Cal (dodatnie sprzgzenie zwrotne w syntezie mediatorow prozapalnych
indukowanych  grzybicza kalcyneuryng). Opracujemy strategic immunoterapeutyczng i
przeciwgrzybicza (kalcyneuryna cel dla pochodnej proksyfilinowej)



